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1.1 La visión La visión, o sentido de la vista, es una de las principales capacidades sensoriales del hombre y de muchos animales que les permite obtener información del medio en el que viven y relacionarse con el entorno y sus semejantes. El principal órgano responsable de llevar a cabo esta función es el ojo o globo ocular, el cual recibe señales lumínicas y las transforma en señales químicas y eléctricas que son enviadas al cerebro a través del nervio óptico.  
1.1.1 El globo ocular El ojo humano es un órgano complejo tanto en su estructura como función. Anatómicamente, el ojo está constituido por dos líquidos de relleno (humor acuoso y humor vítreo), el cristalino y tres capas concéntricas denominadas, de la más externa a la más interna, túnica fibrosa, túnica vascular y túnica nerviosa (Figura 1): - Túnica fibrosa. Su función principal es sostener y proteger el globo ocular. Está formada por dos estructuras principales: la esclerótica, membrana posterior externa formada por fibras de colágeno, y la córnea, membrana anterior y avascular que permite el paso de la luz y constituye la primera lente del sistema óptico. - Túnica vascular o úvea, constituida por: i) La coroides, membrana posterior muy vascularizada y de tejido conectivo responsable de mantener la temperatura constante y nutrir a las diferentes capas del globo ocular, ii) el cuerpo ciliar, situado en la porción anterior del ojo y responsable de la producción de humor acuoso y la acomodación del cristalino y iii) el iris, membrana coloreada con apertura circular (pupila) cuya principal función es controlar la cantidad de luz que penetra en el ojo. - Túnica nerviosa o retina. Es una lámina translúcida de tejido nervioso fotosensible cuya función es transformar las señales lumínicas en impulsos eléctricos.  
Figura 1: Representación 
esquemática de la 
anatomía del ojo humano. En esta sección se muestran las tres capas del globo ocular: túnica fibrosa (en azul), túnica vascular (en naranja) y túnica nerviosa (en amarillo); así como la localización de los principales elementos presentes en este órgano. Figura adaptada (Kauppinen, y cols., 2016).  
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Figura 2: Representación esquemática de una sección transversal de la retina humana. En la imagen de la izquierda se muestran las distintas capas que componen la retina y a la derecha los distintos tipos celulares que la forman. EPR: Epitelio pigmentario de la retina, CCB: Capa de conos y bastones, MLE: Membrana limitante externa, CNE: Capa nuclear externa, CPE: Capa plexiforme externa, CNI: Capa nuclear interna, CPI: capa plexiforme interna, CCG: capa de células ganglionares, CFNO: Capa de fibras del nervio óptico, MLI: Membrana limitante interna, FNO: Fibras del nervio óptico. Figura adaptada (González, 2014; Micheau, y cols., 2014). El EPR constituye la capa más externa o porción no visual de la retina y está formado por una monocapa de células epiteliales con microvellosidades en su polo apical y vainas cilíndricas en su membrana plasmática que envuelven los segmentos externos de los fotorreceptores (Junqueira y Carneiro, 1987). Estas células contienen gránulos de melanina en su citoplasma que se encargan de absorber los rayos luminosos dispersos, impidiendo así la reflexión y diseminación de la luz en el interior del globo ocular y garantizando una imagen nítida (Zinn y Marmor, 1979). Además, el EPR forma parte de la barrera hematorretiniana que separa la retina neural de la coroides y tiene un papel crucial en el mantenimiento e integridad de la retina ya que suministra factores tróficos a los fotorreceptores, interviene en la fagocitosis y digestión de los discos de las membranas del segmento externo de conos y bastones, recicla y aporta retinoides al ciclo visual y regula la composición del espacio subretinal (Bridges, 1976; Nicoletti, y cols., 1995; Rizzolo, y cols., 2011; Young y Bok, 1969).  La porción visual de la retina de mamíferos está constituida por células gliales de sostén, entre las que cabe destacar las células de Müller, y cinco clases de neuronas: células fotorreceptoras (bastones y conos), células horizontales, células bipolares, células amacrinas 
Tesis doctoral Nereida Bravo Gil 
 
 6 
y células ganglionares (Figura 2). Como se ha mencionado anteriormente, estas células se estructuran de forma estratificada en la retina, constituyendo capas neuronales y plexiformes bien diferenciadas. La capa más externa es la denominada capa de conos y bastones, que contiene las prolongaciones de las células fotorreceptoras y se encuentra en íntimo contacto con el EPR. Los núcleos celulares de los fotorreceptores se encuentran en la capa contigua denominada capa nuclear externa. Estas dos capas se encuentran separadas por la membrana limitante externa, que representa la unión intercelular entre las células de Müller y los fotorreceptores y forma una barrera entre el espacio subretinal y la retina neuronal propiamente dicha. Las señales provenientes de los fotorreceptores pueden seguir una vía vertical o una vía lateral en la retina. En la vía vertical de la retina, los fotorreceptores traducen la señal luminosa y establecen sinapsis en la capa plexiforme externa con las dendritas de las células bipolares, cuyos núcleos celulares se localizan en la capa nuclear interna. Estas neuronas emiten sus axones a la capa plexiforme interna y conectan con las dendritas de las células ganglionares, cuyos núcleos celulares constituyen la capa de células ganglionares y cuyos axones se dirigen hacia la papila óptica formando la capa de fibras aferentes del nervio óptico. En las vías laterales de la retina, las interneuronas moduladoras (células horizontales y células amacrinas) se encargan de modificar las señales transmitidas por la vía vertical. Las células horizontales forman sinapsis con los conos y bastones en la capa plexiforme externa, modulando así las conexiones de estas células con las células bipolares. Por otro lado, las células amacrinas forman sinapsis con los axones de las células bipolares y las dendritas de las células ganglionares en la capa plexiforme interna, ejerciendo una función moduladora de tipo inhibitorio sobre la señal que reciben las células ganglionares, que son las responsables de enviar la información al sistema nervioso a través del nervio óptico (de Vries, y cols., 2011). Finalmente, la porción más interna de la retina está constituida por la membrana limitante interna, formada por la membrana basal de las células de Müller, que tienen función de soporte y actúan como una barrera de difusión entre la retina y el humor vítreo (Ruiz, y cols., 2001). 
1.1.3 Fisiología visual 




llegar a los fotorreceptores, que son las neuronas responsables de captar la señal lumínica (fotones) y convertirla en un impulso eléctrico, proceso conocido como fototransducción.  La mayoría de los vertebrados tienen dos tipos de fotorreceptores: bastones y conos, los cuales se diferencian entre sí en su morfología, localización y función. Los bastones son los fotorreceptores más abundantes de la retina humana (∽120 millones) y su densidad aumenta conforme nos acercamos a la periferia. Por otra parte, la cantidad de conos en la retina es 20 veces inferior (∽6-7 millones) y su densidad aumenta a medida que nos acercamos a la mácula, siendo máxima en la fóvea (hasta 140.000 conos/mm²) donde además es el único tipo de fotorreceptor dada la ausencia de bastones en esta zona.  Respecto a la sensibilidad lumínica, los bastones son sensibles a estímulos de luz muy débiles (hasta de un único fotón) y se encargan de la visión en condiciones escotópicas (poca luz y/o visión nocturna), mientras que los conos son menos sensibles y funcionan bajo condiciones de luz fuerte, siendo relevantes en condiciones fotópicas (mucha luz y/o visión diurna). Además, estos dos tipos celulares también se diferencian en la respuesta cinética y el periodo de adaptación (Fu y Yau, 2007; Kefalov, y cols., 2010). Por un lado, los bastones se saturan con facilidad, llegando a perder su capacidad de respuesta bajo condiciones de luz moderada o fuerte, presentan una respuesta lenta a la luz débil y un periodo de refracción más o menos largo (Wang y Kefalov, 2011). Sin embargo, los conos muestran una respuesta rápida a condiciones de poca luz y, además, se recuperan rápidamente de la exposición a luz intensa (Wassle y Boycott, 1991). Tanto los conos como los bastones presentan una estructura funcional similar ya que ambos poseen un segmento interno, una terminal sináptica, un cilio conector y un segmento externo (Figura 3). El segmento interno es la porción celular que contiene el núcleo, la mayoría de orgánulos celulares y gran parte de la maquinaria biosintética. De este segmento sale una prolongación conocida como terminal sináptica, que es la responsable de llevar a cabo las sinapsis con las células bipolares y con interneuronas moduladoras como las células horizontales (Wassle y Boycott, 1991). El segmento interno está conectado con el segmento externo a través del cilio conector, que es una estructura que contiene numerosos microtúbulos y que se considera responsable de mantener la morfología de los segmentos externos y de transportar el material biológico en los mismos. Esta función es crucial para la viabilidad de los fotorreceptores ya que el segmento externo carece de la maquinaria necesaria para sintetizar proteínas y discos membranosos necesarios para la 
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fototransducción. Para que este proceso se lleve a cabo, este segmento necesita tener una elevada capacidad de captación de la luz, lo que consigue gracias a la alta concentración de pigmentos visuales que presenta. Estos pigmentos son pequeñas moléculas formadas por un cromóforo derivado de la vitamina A, conocido como retinal, unido covalentemente a una proteína de membrana llamada opsina mediante un enlace de base Schiff en el residuo Lisina296. En función de las características de la opsina, los pigmentos visuales pueden ser de varios tipos. Los bastones presentan un único tipo de pigmento llamado rodopsina, mientras que los conos pueden tener tres tipos de pigmentos (opsinas) ya sean rojos (64%), verdes (34%) o azules (2%), dando lugar así a la visión tricromática (Stockman, y cols., 2000). Para poder albergar una gran cantidad de pigmentos, los fotorreceptores cuentan con un sistema de discos de membrana sobrepuestos entre ellos que aumentan considerablemente la superficie total de la membrana plasmática. Mientras que los discos de los conos están conectados entre sí permaneciendo como invaginaciones membranales, los discos de los bastones no presentan continuidad y, además, están separados del espacio extracelular por la membrana plasmática (Mustafi, y cols., 2009; Yau, 1994a). Aunque, como el resto de neuronas, los fotorreceptores no tienen mitosis, sus segmentos externos se renuevan continuamente mediante el crecimiento basal del segmento externo y la digestión o fagocitosis del extremo apical por parte de las células del EPR (Young y Bok, 1969).  
 




1.1.3.2 Fototransducción y ciclo visual Los mecanismos de la fototransducción conllevan una cascada de eventos bioquímicos que tienen lugar en el segmento externo de los fotorreceptores (Figura 4). En este proceso están implicadas diversas proteínas ancladas a la membrana plasmática y el segundo mensajero Guanosín Monofosfato Cíclico (GMPc).  El GMPc se encarga de regular la apertura y cierre de los canales catiónicos asociados a GMPc. En condiciones de oscuridad, su concentración permanece constante gracias al equilibrio entre su síntesis por parte de la enzima guanilato ciclasa y su hidrólisis mediada por la fosfodiesterasa. En esta situación el GMPc se encuentra unido a estos canales, lo que los mantiene abiertos y permite la continua entrada de Na+ y Ca2+ y la consecuente despolarización de la membrana y liberación del neurotransmisor (glutamato). En condiciones de luz, los fotones son absorbidos por los pigmentos visuales, que una vez activados estimulan a una proteína G (transducina en los bastones) que a su vez activa a la fosfodiesterasa de GMPc. Esto lleva a una bajada en la concentración citosólica de GMPc que provoca el cierre de los canales catiónicos y, consecuentemente, la hiperpolarización de la membrana plasmática, la disminución de la liberación de glutamato y, por tanto, la señal nerviosa (Yau y Hardie, 2009).  La última fase de la fototransducción es la de recuperación, en la que las moléculas involucradas vuelven a su estado inicial de activación/desactivación. Esta recuperación es crucial para preservar la capacidad de reacción de los fotorreceptores. La captación de un fotón por parte de los pigmentos visuales causa cambios conformacionales en su estructura que los convierte en moléculas activas capaces de activar a las proteínas G pertinentes. La inactivación de estos pigmentos activos tiene como consecuencia su separación de la proteína G y la consiguiente inactivación de la fosfodiesterasa. Esto tiene lugar gracias a la fosforilación del extremo C-terminal del pigmento activo por parte de la enzima rodopsina quinasa, lo que disminuye su afinidad por la proteína G y detiene la cascada de fototransducción. Además, esta fosforilación aumenta la probabilidad de que el pigmento se una a arrestina, una molécula que acelera el proceso de recuperación (Chen, y cols., 1999; Rinner, y cols., 2005; Xu, y cols., 1997). Aunque este mecanismo de recuperación parece ser el predominante en bastones, en el caso de los conos depende de la intensidad lumínica. Mientras que en condiciones de luz tenue la inactivación mayoritaria de los pigmentos de los conos sigue el modelo anterior de rodopsina quinasa y arrestina, cuando la intensidad es fuerte dicha 
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inactivación tiene lugar, principalmente, de forma espontánea (Sakurai, y cols., 2015). Esto es posible ya que la molécula de pigmento activada tiene el enlace de base de Schiff retinil-lisina más accesible al agua, lo que favorece su hidrólisis y descomposición en una molécula de opsina y otra del cromóforo en forma todo-trans retinal. De esta forma se consigue que dicha inactivación sea independiente de la actividad quinasa para estímulos de luz fuerte que activan más del 1% de los pigmentos de los conos y que, por tanto, tienen la capacidad de saturar la actividad de dicha enzima. 
 




el Ca2+ (mediante su unión a la proteína activadora de la guanilato ciclasa o GCAP) inhibe a la guanilato ciclasa, por lo que la disminución de Ca2+ intracelular que se produce tras un estímulo de luz provoca a su vez la síntesis de GMPc, permitiendo que los canales catiónicos vuelvan a abrirse y la membrana vuelva a estar despolarizada. En la tercera retroalimentación dependiente de Ca2+ que se produce tras el estímulo visual interviene la calmodulina, la cual se une a los canales catiónicos asociados a GMPc. La disminución de la concentración de Ca2+ intracelular hace que esta calmodulina se separe de los canales, lo que modifica sus características físicas y favorece su apertura ante concentraciones bajas de GMPc (Fain, y cols., 2001). Por último, para que el pigmento visual vuelva por completo a su situación inicial no es suficiente con su inactivación y posterior disociación en opsina y todo-trans retinal, sino que es necesaria la transformación del cromóforo en 11-cis retinal mediante la acción de diversas reacciones bioquímicas, ya que ésta es la forma capaz de unirse a la opsina y susceptible de ser activada por la señal lumínica. Este proceso de reciclaje de los pigmentos visuales es conocido como ciclo visual, presenta una duración más larga en los bastones que en los conos y tiene lugar entre el citosol de los fotorreceptores y el de las células del EPR (Wright, y cols., 2015) (Figura 5A), por lo que son necesarias diversas moléculas que permitan su transporte. Aunque este mecanismo de reciclaje de los pigmentos parece ser el único descrito en bastones, se ha sugerido que los conos pueden presentar una segunda vía para el reciclaje de sus cromóforos (Wang y Kefalov, 2011) que explique las diferencias funcionales entre ambos tipos celulares. Este mecanismo secundario es independiente del EPR, siendo las células de Müller las responsables de llevarlo a cabo (Figura 5B). Así pues, estas células proporcionan cromóforos reciclados a los conos de forma rápida y selectiva, lo que es crucial para el correcto funcionamiento de los conos frente a condiciones de luz fuerte y para mantener su rápida adaptación a la oscuridad.  








1.2 Distrofias hereditarias de retina La retina nos proporciona una visión sumamente sensible, que está basada en la integridad de los fotorreceptores. El adecuado funcionamiento retiniano requiere un balance preciso entre los procesos de proliferación, diferenciación y muerte celular programada (apoptosis). El gran requerimiento energético de los fotorreceptores, su complejidad estructural y su alta especificidad hacen de ellos unas células extremadamente vulnerables a su degeneración. Determinadas mutaciones genéticas y/o factores ambientales pueden activar vías específicas para inducir la apoptosis en los fotorreceptores, contribuyendo al desarrollo de numerosas distrofias de retina. La razón por la cual la afectación de un amplio rango de funciones celulares converge en la muerte o disfunción de los fotorreceptores sigue constituyendo un enigma para los investigadores. Las distrofias hereditarias de retina (DHR) son un conjunto de enfermedades degenerativas y, generalmente, progresivas que se caracterizan por la afectación primaria de los fotorreceptores. Se estima que este grupo de enfermedades afecta, aproximadamente, a 1 de cada 3000 personas (Wright, y cols., 2010) por lo que están englobadas dentro de las denominadas enfermedades raras. Actualmente, las DHR no tienen un tratamiento paliativo ni curativo, y conducen a la pérdida parcial o total de la visión (Rivolta, y cols., 2002b). La gran variedad dentro de este grupo de enfermedades permite su clasificación en función de múltiples criterios, como son el fenotipo clínico, el patrón de herencia y el defecto genético. A continuación, se va a proceder a la descripción de las DHR más relevantes para el presente estudio, clasificadas según el área de la retina que se vea predominantemente afectada o la existencia de síntomas extraoculares. No obstante, aunque estas patologías se han descrito como entidades clínicas distintas, hay que tener en cuenta que no siempre es fácil distinguirlas ya que existe un elevado solapamiento clínico y genético (Estrada-Cuzcano, y cols., 2012b; Neveling, y cols., 2013) que será explicado más adelante (ver apartado 1.2.2). 
1.2.1 Clasificación Las DHR se pueden clasificar en base a si afectan predominantemente a los bastones (ej: Retinosis pigmentaria, RP; Coroideremia, CHM; o ceguera nocturna congénita estacionaria, CNCE), a los conos (ej: Distrofia de conos, DC; distrofia de conos y bastones, DCB; alteración en la visión de los colores o acromatopsia, AVC/ACHM; distrofia macular, DM; Retinosquisis, RS; o enfermedad de Stargardt, STGD) o causan la afectación generalizada de ambos tipos de fotorreceptores (ej: Amaurosis congénita de Leber, ACL) (Berger, y cols., 2010; Hamel, 2006). 
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La función retiniana se estudia mediante el electrorretinograma (ERG), que es una herramienta que permite registrar los potenciales de acción de los fotorreceptores producidos por el estímulo visual, y así poder medir la respuesta eléctrica de estas células. El ERG es fundamental para el diagnóstico y clasificación de las DHR (Heckenlively, y cols., 1991). 
1.2.1.1 Formas periféricas Los bastones son las primeras células, pero no necesariamente las únicas, afectadas en las formas periféricas de las DHR, por lo que a estas enfermedades se las conoce como distrofias de bastones o de bastones y conos. Este subgrupo de enfermedades puede dividirse a su vez en función de si son progresivas (ej: Retinosis pigmentaria o Coroideremia) o estacionarias (ej: Ceguera noctura congénita estacionaria). En este estudio vamos a prestar especial atención a las formas progresivas. 




Además de las características clínicas mencionadas anteriormente, la edad de aparición de los síntomas también constituye una variable importante para ayudar en el diagnóstico clínico de la RP. Mientras que en la mayoría de los pacientes de RP los síntomas clínicos aparecen en la adolescencia (RP juvenil) (Ayuso y Millan, 2010), también existen casos con síntomas desde los primeros años de vida (RP precoz) y casos en los que aparecen en la edad adulta (RP tardía). Estas diferencias pueden deberse a diversos factores entre los que encontramos el gen implicado en la enfermedad, el tipo de mutación o el patrón de herencia.  En cuanto al modo de herencia, lo más común es que la RP se comporte como una enfermedad mendeliana, heredándose de forma autosómica recesiva (RPAR) en un 39 % de los casos, autosómica dominante (RPAD) en un 12%, y ligada al cromosoma X (RPLX) en un 4% (Ayuso, y cols., 1995). Se considera que, en términos generales, las formas ligadas al cromosoma X presentan síntomas a edades más tempranas, seguidas de las formas autosómicas recesivas y, posteriormente, las autosómicas dominantes. No obstante, también se han descrito casos de herencia no mendeliana, como la herencia mitocondrial (Pieczenik y Neustadt, 2007), el digenismo (Dryja, y cols., 1997) y la disomía uniparental (Rivolta, y cols., 2002a). Hay que tener en cuenta que en estas cifras no se contemplan los casos en los que sólo existe un miembro afecto en la familia (casos aislados de RP, tradicionalmente conocidos como RP esporádica o RPe), ya que en estos casos no es posible determinar el modo de herencia sin tener un diagnóstico genético previo. Esto ha dificultado enormemente el estudio de este grupo de casos con RP y ha provocado que, a pesar de constituir el 41% de los casos según algunos estudios (Ayuso, y cols., 1995), sea el grupo menos estudiado dentro de esta enfermedad. Hasta el momento, se han identificado mutaciones en más de 80 genes en pacientes con RP (ver apartado 1.2.2 y Anexo I), siendo el gen EYS (Abd El-Aziz, y cols., 2008; Abd El-Aziz, y cols., 2010; Audo, y cols., 2010; Barragan, y cols., 2010; Pieras, y cols., 2011) y el gen USH2A (Glockle, y cols., 2014) los más prevalentes en RPAR con una frecuencia comprendida entre el 10-15% y el 10-30%, respectivamente (Fahim, y cols., 1993). Por otro lado, el gen que codifica para la rodopsina (RHO) es el más prevalente en RPAD (20-30%) (Daiger, y cols., 2008), mientras que el gen RPGR es el responsable de, aproximadamente, el 70-90% de los casos de RPLX (Vervoort, y cols., 2000). 




Figura 6: Síntomas clínicos de RP. A) Pérdida de visión periférica típica de RP (visión de túnel). En la imagen de la izquierda se muestra un paisaje visto por una persona sana y en la de la derecha visto por un paciente de RP. B) Comparación del fondo de ojo de un individuo sano (izquierda) con el fondo de ojo de un paciente de RP (derecha). Modificada de (Garin, 2014). 




pronóstico es más favorable ya que, normalmente, los pacientes conservan la visión central hasta la quinta o sexta década (Zinkernagel y MacLaren, 2015). Un adecuado examen del fondo de ojo es crucial para un correcto diagnóstico diferencial que permita la distinción entre CHM y RP. Al contrario que la RP, los pacientes con CHM suelen presentar una gran atrofia coriorretiniana festoneada con poca o sin migración pigmentaria. Además, la papila del nervio óptico mantiene su color normal hasta estadios avanzados de la enfermedad y no suele observarse un estrechamiento de los vasos sanguíneos de la retina (Sahel, y cols., 2015) (Figura 7). 
 
Figura 7: Imagen de un fondo de ojo de: A) un varón afecto de CHM que muestra atrofia coriorretiniana (cabeza de flecha blanca) y preservación de la mácula (círculo discontinuo); B) Mujer portadora de CHM que muestra áreas con pérdida del EPR (flechas negras) en la mácula central y en la retina temporal; C) una persona sana cuya mácula se representa por una flecha negra. Modificada de (MacDonald, y cols., 2004). 
1.2.1.2 Formas centrales Como hemos visto en apartados anteriores, la región central de la retina (mácula) está especializada en la visión diurna y la discriminación de los colores, lo que es posible ya que está enriquecida con los fotorreceptores del tipo conos. De este modo, las DHR que afectan principalmente a la mácula presentan, de forma general, una alteración predominante en la función de los conos. Por este motivo, a estas formas de DHR se las conoce como distrofias de conos, de conos y bastones o, más ampliamente, maculopatías. Además, también se puede distinguir entre formas progresivas (ej: Distrofia de conos, distrofia de conos y bastones, enfermedad de Stargardt y retinosquisis) y estacionarias (ej: Acromatopsia) pero, al igual que hicimos con las formas periféricas, en este caso también nos centraremos en las formas progresivas. 
1.2.1.2.1 Distrofia de conos y distrofia de conos y bastones. Las enfermedades que implican una afectación primaria de los conos suelen ser más severas que las causadas por una alteración predominante de los bastones. Así pues, la distrofia de conos (DC; ORPHA1871) y la distrofia de conos y bastones (DCB; ORPHA1872) 
Tesis doctoral Nereida Bravo Gil 
 
 18 
suelen derivar en una ceguera legal antes de lo que lo hace la RP (Nash, y cols., 2015). De hecho, la mayoría de los pacientes con DCB alcanzan la ceguera total alrededor de los 40 años (Thiadens, y cols., 2012). La prevalencia de estas enfermedades se estima en 1 de cada 40 000 individuos (Hamel, 2007) y el primer síntoma más frecuente es la disminución de la agudeza visual, que tiende a aparecer durante la infancia o la adolescencia. Además, es frecuente que los pacientes con estas enfermedades presenten fotofobia intensa, diferentes grados de la alteración de la visión de los colores, escotoma central y nistagmo (Berger, y cols., 2010).  El fondo de ojo de la DC y DCB suele presentar depósitos pigmentarios y atrofia macular (Figura 8). Para saber si estamos ante una DC o una DCB es necesario realizar pruebas oftalmológicas que permitan discernir el grado de afectación de cada tipo de fotorreceptor, como son la angiografía fluoresceínica (AFG) y el ERG. La principal diferencia entre estos dos tipos de distrofias es que mientras que en la DC se produce la degeneración exclusiva de los conos, preservando zonas de la retina periférica, en la DCB esta degeneración va seguida de la afectación de los bastones. Actualmente se han asociado más 30 genes diferentes a la DC y DCB (ver apartado 1.2.2 y Anexo I), que pueden causar la enfermedad siguiendo un patrón de herencia autosómico recesivo, autosómico dominante o ligado al cromosoma X (Hamel, 2007). El gen ABCA4 es el que más ampliamente se ha asociado a la DC y DCB con un modo de herencia autosómico recesivo, teniendo una frecuencia de 9% y 26%, respectivamente (Thiadens, y cols., 2012). 
 
Figura 8: Comparación del fondo de ojo de un paciente de distrofia de conos (A) con atrofia macular (flecha negra) con el de una persona sin la enfermedad (B). Modificada de (Nash, y cols., 2015). 




se ve alterada. Histológicamente, el rasgo más característico es la aparición de acúmulos de lipofucsina que se depositan en forma de motas amarillentas hacia el polo posterior del EPR y, en formas más avanzadas, se observa atrofia macular (Figura 9). El gen más ampliamente asociado a la forma recesiva de la STGD es ABCA4. Sin embargo, aunque en una menor proporción, también se han descrito formas autosómicas dominantes para esta enfermedad causadas por otros loci (ver apartado 1.2.2 y Anexo I). El gen ABCA4 codifica para una proteína que interviene en el transporte de los derivados de la vitamina A durante el ciclo visual. De este modo, la alteración de la función de este gen lleva a la acumulación de todo-trans retinal, lo que favorece que estas moléculas interaccionen entre sí para dar lugar al compuesto A2PE (N-retinilideno-N-retinil-fosfatidiletanolamina), que al hidrolizarse origina un fluoróforo de la lipofucsina denominado A2E (N-retinildeno-N-retinil-etanolamina), cuya acumulación es tóxica para las células del EPR y, de forma secundaria, causa la muerte de los fotorreceptores. Por este motivo, en pacientes con STGD u otras enfermedades susceptibles de ser causadas por el gen ABCA4 están contraindicados los tratamientos consistentes en un suplemento de vitamina A (retinol). 
 
Figura 9: Fondo de ojo de un paciente con la enfermedad de Stargardt. A) imagen en color del fondo de ojo. B) imagen monocromática del fondo de ojo. Se observa una atrofia central y los clásicos depósitos amarillentos en la región peripapilar. Modificada de (Hwang, y cols., 2009). 
1.2.1.2.3 Retinosquisis juvenil ligada al cromosoma X La retinosquisis juvenil ligada al cromosoma X (RS; MIM #312700; ORPHA792) es una de las causas más comunes de degeneración macular juvenil en varones, con una prevalencia que oscila entre 1:5000 y 1:25 000 (Mooy, y cols., 2002). La RS sigue un patrón de herencia recesivo ligado al cromosoma X y está causada, de forma mayoritaria, por mutaciones en el gen RS1 (>90% de los casos). La manifestación clínica más común suele ser la pérdida de visión central en la primera década de vida, que va acompañada de una disminución de la agudeza visual que suele estabilizarse durante la segunda década. A pesar de su aparición 
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temprana, la ceguera legal no suele alcanzarse hasta, aproximadamente, los 70 años de edad (Sieving, y cols., 1993). El fondo de ojo se caracteriza por una degeneración macular microquística que presenta una distribución radial típica desde la fóvea hasta la periferia (patrón en “rueda de carro”) (Figura 10). También se produce degeneración vitreorretiniana y rotura de la capa de fibras nerviosas, lo que genera grandes hendiduras denominadas “schisis” que suelen aparecer de forma bilateral en la fóvea y constituyen el hallazgo clínico más común en estos pacientes (Tantri, y cols., 2004). Este desgarro de las capas superficiales de la retina ocasiona degeneración de los fotorreceptores, disminución de la capa ganglionar y alteraciones en el EPR. La progresión de la enfermedad es muy variable incluso dentro de una misma familia y suele ir determinada por la existencia de complicaciones secundarias como la hemorragia del vítreo, que puede manifestarse con estrabismo o nistagmo, y el desprendimiento de retina, que se produce en un 40% de los casos (Molday, y cols., 2012). 
 
Figura 10: Apariencia de un fondo de ojo en individuos afectos de retinosquisis. A) Imagen a color del fondo de ojo de un varón de 20 años con RS. B) Imagen de autofluorescencia del fondo de ojo de un paciente de 12 años con RS, en el que se observa degeneración macular en un patrón en rueda de carro. Modificada de (Molday, y cols., 2012). 
1.2.1.3 Formas mixtas En algunas formas de DHR se produce la afectación simultánea de los dos tipos de fotorreceptores, por lo que son conocidas como formas mixtas. La mayoría de estos casos suelen presentar un deterioro de la visión severo y progresivo. 




existen más de 20 genes asociados a esta enfermedad (ver apartado 1.2.2 y Anexo I), los cuales pueden expresarse tanto en los fotorreceptores como en el EPR. Las manifestaciones clínicas de la ACL suelen desarrollarse durante los primeros años de vida. Esta enfermedad se caracteriza por la presencia de, al menos, las siguientes tres características: deterioro temprano y severo de la visión, respuestas pupilares lentas o casi ausentes y ERG disminuido o abolido. El fondo de ojo puede ser variable en las primeras etapas de la enfermedad, pudiendo mostrar desde una retina poco afectada a una maculopatía severa, movilización pigmentaria en forma de espículas óseas, fondo en sal y pimienta, etc (Figura 11). Además, otros síntomas frecuentes son miopía, fotofobia, queratocono, cataratas, estrabismo, palidez del disco óptico, ceguera nocturna y nistagmo (Hufnagel, y cols., 2012). Aunque se han sugerido correlaciones genotipo-fenotipo para algunos de los genes responsables de la enfermedad (ej: RPE65 y CEP290), el solapamiento fenotípico y genético con otras DHR sigue constituyendo un problema para el diagnóstico de esta enfermedad (Chacon-Camacho y Zenteno, 2015). Por último, aunque la mayoría de las veces aparece de forma aislada, la ACL ha sido asociada con otros problemas no confinados al ojo, como son la discapacidad intelectual, movimientos estereotipados y la disfunción olfatoria.  
 
Figura 11: Diferentes fenotipos en pacientes con ACL. A) Atrofia perimacular y acumulación pigmentaria. B) Hipopigmentación del fondo de ojo con gránulos difusos del EPR. C) Aglutinamiento y atrofia del EPR macular acompañado de pigmentación en forma de espículas óseas. D) Atrofia macular y depósitos de pigmentos en forma de espículas óseas. Modificada de (Hufnagel, y cols., 2012). 
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1.2.1.4 Formas sindrómicas En la mayoría de los casos, las DHR se manifiestan como una enfermedad no sindrómica cuyos síntomas están confinados al ojo. Sin embargo, en un 20-30% de los casos, estas enfermedades se encuentran asociadas a otras alteraciones sistémicas (casos sindrómicos), dando lugar a más de 30 síndromes diferentes (Hartong, y cols., 2006). A la hora de diagnosticar a un paciente es importante determinar si se trata de una degeneración exclusivamente ocular o bien si forma parte de un trastorno sistémico ya que algunas retinopatías son un síntoma frecuente de distintos errores metabólicos congénitos, especialmente en alteraciones del sistema peroxisomal, errores del metabolismo de los ácidos grasos y defectos de la cadena respiratoria mitocondrial. Entre las formas sindrómicas más frecuentes se encuentran el síndrome de Usher y el síndrome de Bardet-Biedl. 
1.2.1.4.1 Síndrome de Usher El síndrome de Usher (USH; ORPHA886) se caracteriza por la asociación de hipoacusia neurosensorial, retinosis pigmentaria y, en algunas ocasiones, disfunción vestibular. Esta enfermedad tiene una prevalencia entre 1-4 por cada 25 000 individuos (Mathur y Yang, 2015) y es considerada la forma más común de sordo-ceguera de origen genético, siendo responsable de más del 50% de los individuos sordo-ciegos (Vernon, 1969). Se trata de una enfermedad monogénica de herencia autosómica recesiva, aunque también se han descrito casos de digenismo (Ebermann, y cols., 2010). Hasta la fecha, se han identificado al menos 14 genes implicados en la aparición de la enfermedad (ver apartado 1.2.2 y Anexo I) aunque algunos de ellos pueden causar también RP sin pérdida auditiva (Rivolta, y cols., 2002a) o sordera profunda sin RP (Weil, y cols., 1997). Además, el USH es clasificado en tres grandes grupos en función del grado de severidad que presente (USH1, USH2 y USH3) (Reiners, y cols., 2006), tal y como puede observarse en la tabla 1. 
Tabla 1: Tipos clínicos del síndrome de Usher. *: En algunas poblaciones como la finlandesa o la población de judíos Ashkenazi, este tipo clínico alcanza una frecuencia del 40 % debido a un efecto fundador. 
 USH tipo I USH tipo II USH tipo III 
Pérdida 
auditiva 
Congénita Congénita Postlingual Severa a profunda Moderada a Severa Variable Estable Estable Progresiva 
Inicio de la 
RP 






Alterada Normal Variable 
Lenguaje Ininteligible Inteligible Inteligible 
Frecuencia 10-35% 50-65% 2-5%* 
1.2.1.4.2 Síndrome de Bardet-Biedl El síndrome de Bardet-Biedl (SBB; ORPHA110) es un trastorno pleiotrópico autosómico recesivo, englobado dentro de las llamadas ciliopatías, caracterizado por un amplio rango de síntomas clínicos de expresión variable. Su prevalencia en poblaciones europeas y norte-americanas se encuentra entre 1:140 000-160 000 nacidos vivos (M'Hamdi, y cols., 2014). Los principales síntomas o síntomas primarios que caracterizan a este síndrome son: distrofia progresiva de la retina, obesidad, trastornos de aprendizaje, anomalías renales, polidactilia postaxial e hipogenitalismo (Forsythe y Beales, 2013). En varios casos de SBB también se han observado otros síntomas secundarios menos frecuentes, como son: defectos metabólicos, cardiopatía congénita, estrabismo, cataratas, astigmatismo, déficits del habla, pérdida auditiva, hipertensión, defectos hepáticos, braquidactilia, sindactilia, ataxia, alteraciones en la dentición y diabetes mellitus entre otros (Khan, y cols., 2016). Para el diagnóstico clínico de esta enfermedad es necesario un mínimo de 4 de los síntomas primarios o 3 síntomas primarios y 2 secundarios (Beales, y cols., 1999), consiguiendo evitar así, en la medida de lo posible, los diagnósticos erróneos debidos al solapamiento fenotípico con otras formas de DHR.  Hasta la fecha, se han descrito un total de 24 genes asociados a esta enfermedad (ver apartado 1.2.2 y Anexo I), cuyas mutaciones permiten explicar aproximadamente el 70-80% de los casos (M'Hamdi, y cols., 2014; Muller, y cols., 2010; Zaghloul y Katsanis, 2009). No obstante, en un 5% de los casos se ha propuesto la existencia de herencia trialélica (Katsanis, y cols., 2001; Leitch, y cols., 2008; Zaghloul, y cols., 2010) y también se ha demostrado que otras variantes pueden actuar como modificadores del fenotipo de la enfermedad (Badano, y cols., 2006; Gonzalez-Del Pozo, y cols., 2014). Además, se han reportado casos en los que mutaciones en genes que causan SBB (BBS1, BBS2, BBS3, BBS8 y CEP290) son responsables de un amplio rango de fenotipos que van desde la DHR no sindrómica al SBB (Aldahmesh, y cols., 2009; den Hollander, y cols., 2006; Estrada-Cuzcano, y cols., 2012a; Riazuddin, y cols., 2010; Shevach, y cols., 2015).  
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El espectro fenotípico y la edad de aparición de los síntomas son altamente variables en el SBB, pudiendo aparecer algunas manifestaciones clínicas durante la infancia y otras en la etapa adulta. Respecto a la sintomatología ocular, ésta ocurre en un 90% de los casos de SBB y suele aparecer durante la infancia o adolescencia, llevando de forma general a una ceguera total antes de los 20 años (Mockel, y cols., 2011). Se han descrito diferentes formas de distrofias retinianas asociadas al SBB, entre las que se encuentran la distrofia de conos y bastones (DCB), de bastones y conos (RP) y distrofia coroidal (M'Hamdi, y cols., 2014). Actualmente, sigue siendo necesario esclarecer las correlaciones genotipo-fenotipo para esta enfermedad (Beales, y cols., 1999; Gerth, y cols., 2008; Riise, y cols., 2002). 
1.2.2 Heterogeneidad clínica y genética Como hemos visto anteriormente, las DHR se pueden clasificar en base al tipo de fotorreceptor que se vea predominantemente afectado y su progresión con la edad. Sin embargo, dada la alta heterogeneidad de este grupo de enfermedades, no existe una clasificación aceptada de forma uniforme y otros criterios como la edad de aparición de los síntomas son igualmente válidos. Esta variabilidad clínica deriva en un considerable solapamiento fenotípico entre las distintas entidades clínicas tanto en etapas tempranas como tardías de la enfermedad (Estrada-Cuzcano, y cols., 2012b; Neveling, y cols., 2013) (Figura 12). De hecho, esta variabilidad fenotípica puede estar presente incluso entre miembros de la misma familia (Gonzalez-Del Pozo, y cols., 2014). 
 




Por otro lado, las DHR presentan una extremada heterogeneidad genética con un importante solapamiento entre los genes asociados (Berger, y cols., 2010) (Figura 13) que, unido al solapamiento clínico y a la gran cantidad de genes asociados a este grupo de enfermedades, constituye el principal obstáculo para establecer correlaciones genotipo-fenotipo y desentrañar las bases etiopatogénicas de este grupo de patologías. Las DHR muestran tanto heterogeneidad alélica como no alélica. La heterogeneidad alélica hace referencia a la existencia de mutaciones diferentes en el mismo gen que producen el mismo o distintos fenotipos. Por otra parte, la heterogeneidad no alélica o de locus hace referencia a que la alteración de diversos genes puede converger en el desarrollo de la misma enfermedad (Figura 14). 
 
Figura 13: Solapamiento genético entre las distintas DHR. Se representa una gran colección de los genes implicados en las diferentes formas de DHR, ya sean sindrómicas como el síndrome de Usher (USH) y el síndrome de Bardet-Biedl (SBB), o no sindrómicas: Retinosis pigmentaria (RP), Ceguera nocturna congénita estacionaria (CNCE), Distrofia de conos (DC), Distrofia de conos y bastones (DCB), Amaurosis congénita de Leber (ACL), Distrofia macular (DM), Distrofia macular asociada a la edad (DME) y otras retinopatías (OR). Modificada de (Berger, y cols., 2010).  
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Aunque la gran heterogeneidad de las DHR ha sido un problema constante en su larga trayectoria de estudio, todavía no se conocen con exactitud las causas subyacentes. No obstante, en muchos casos esta variabilidad ha sido atribuida a genes y/o alelos modificadores de la penetrancia y modificadores del fenotipo (Badano, y cols., 2003; Beales, y cols., 2003; Vithana, y cols., 2003). La identificación de estos modificadores, incluso con las técnicas más novedosas, es especialmente complicada al necesitar de un análisis más meticuloso y no disponer de herramientas que evaluen su implicación en la enfermedad de una forma rápida y sencilla. Otros factores como la epigenética o los microRNAs (miRNAs) también podrían jugar un papel importante en las redes de regulación génica que controlan específicamente la función y el mantenimiento de los fotorreceptores (Damiani, y cols., 2008), al tiempo que podrían constituir nuevas dianas terapéuticas (Nadeau, 2001).  Por todo lo anterior, la extrema heterogeneidad de las DHR dificulta enormemente esclarecer las correlaciones genotipo-fenotipo. Varios estudios señalan que, de forma general, las mutaciones que provocan una pérdida de función están asociadas a un patrón de herencia recesivo a no ser que exista haploinsuficiencia (Griffiths, y cols., 2000), mientras que las asociadas con una herencia autosómica dominante suelen producir una ganancia de función o un efecto dominante negativo de la proteína mutada (Mendes, y cols., 2005). Se ha descrito que algunos genes implicados en DHR pueden actuar siguiendo una herencia recesiva o dominante según el tipo de mutación que porten, asumiendo que aquéllas más leves darán lugar a herencias recesivas y las más deletéreas a herencias dominantes (Al-Rashed, y cols., 2012; Kaiserman, y cols., 2007; Kumaramanickavel, y cols., 1994; Neidhardt, y cols., 2006). Esto es particularmente interesante en los genes con una herencia ligada al cromosoma X semidominante (ej: RPGR) para los que, además de la naturaleza más o menos severa de la mutación, se ha propuesto una relación con la inactivación no aleatoria del cromosoma X en mujeres en el tejido afecto (Koenekoop, y cols., 2003). Sin embargo, en la mayoría de los casos, los mecanismos mutacionales de estos genes no se conocen con exactitud. 




función ciliar (Wright, y cols., 2010). Además, un correcto desarrollo de la retina es decisivo para establecer y mantener una adecuada función visual. Resulta particularmente interesante cómo la alteración de genes ampliamente expresados por otros tipos celulares, causa un fenotipo restringido a la función visual. Tal es el caso de los genes que se encargan de regular la maquinaria de splicing (ej: PRPF3, PRPF8 y PRPF31) ya que, aunque es una función imprescindible para la correcta formación del ARN mensajero en todos los tipos celulares, sus mutaciones dan lugar a formas dominantes de RP no sindrómica. Aunque todavía no existe una respuesta consensuada a este respecto, se ha postulado que este intrigante comportamiento puede deberse a que los factores de splicing alterados actúen de forma específica sobre genes altamente expresados en la retina (Yuan, y cols., 2005), o bien, que el efecto de estas alteraciones sea más severo en células muy activas transcripcionalmente, como es el caso de los fotorreceptores (Travis, 1998).  Hasta el momento, se han identificado más de 200 genes asociados a las DHR (Daiger, y cols., 2016) y, sin embargo, se estima que aproximadamente un tercio de los genes causantes y alrededor de un 70% de las mutaciones responsables permanecen aún sin identificar (den Hollander, y cols., 2010; Neveling, y cols., 2012). Tal y como indica la genética poblacional, este gran número de genes implicados se traduce en una elevada frecuencia de individuos asintómaticos portadores de mutaciones patogénicas. De hecho, se estima que 1 de cada 4-5 individuos de la población general puede ser portador de mutaciones nulas responsables de DHR, lo que constituye la frecuencia de portadores más alta asociada a una enfermedad mendeliana (Nishiguchi y Rivolta, 2012). Diversos estudios mutacionales han señalado que el gen ABCA4 puede ser el gen más polimórfico implicado en DHR (Lewis, y cols., 1999; Rivera, y cols., 2000). De hecho, algunas de las mutaciones descritas como patogénicas en este gen se han encontrado en una elevada frecuencia en poblaciones de Europa y Estados Unidos, sugiriendo un efecto fundador (Maugeri, y cols., 1999).   A excepción de algunos casos, la mayoría de genes asociados a DHR se han reportado sólo en unas pocas familias, por lo que su contribución a la frecuencia total de este grupo de enfermedades es relativamente pequeña. Además, la mayoría de las mutaciones patogénicas identificadas tienen una frecuencia del alelo menor (Minor Allele Frequency, MAF) muy baja (<0.01) y son específicas de una determinada población (den Hollander, y cols., 2010). Esto lleva a que la prevalencia de los distintos genes y mutaciones causantes de las DHR varíe notablemente entre distintos grupos poblacionales (Dopazo, y cols., 2016). En el Anexo I 
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quedan recogidos los genes identificados hasta la fecha responsables de DHR, así como sus tipos de herencia, funciones celulares, fenotipos asociados y prevalencias mutacionales. 




















Figura 14: Estudios funcionales de la 
proteína Syne2. A) Representación de la estructura proteica de Syne2. B) Secciones de retina teñidas con hematoxilina-eosina pertenecientes a ratones wild type (A-E) y 




1.2.5 Terapias y tratamientos Tal y como se ha mencionado anteriormente, las DHR no tienen, a día de hoy, un tratamiento paliativo ni curativo. Sin embargo, las características anatómicas y fisiológicas de la retina (accesibilidad quirúrgica, barreras hematorretinianas y posibilidad de monitorización no invasiva) hacen que los avances desarrollados a lo largo de los últimos años sean muy prometedores. En cualquier caso, la mayoría de estos ensayos se encuentran aún en fase pre-clínica y la elección de cada uno de ellos dependerá del grado de afectación de la retina y de la progresión de la enfermedad. En un primer lugar, cabe destacar la importancia de detectar la enfermedad en etapas tempranas previas a la degeneración de los fotorreceptores ya que según la fase de la enfermedad se podrán llevar a cabo un tipo de tratamiento u otro y, además, esto permitiría la monitorización de los pacientes antes de que se manifiesten todos los síntomas acordes a su enfermedad. Para ello, el ERG puede ser de gran ayuda ya que permite poner de manifiesto anomalías precoces en la fototransducción y dar una información aproximada del progreso de la enfermedad (Vincent, y cols., 2013). Esta información permitirá aplicar diversos tratamientos ampliamente utilizados para retrasar la muerte de los fotorreceptores, como son los antioxidantes, ácidos grasos y factores neutróficos. La administración de estos compuestos, aún en etapas tempranas, no se considera optimizada a día de hoy y su efectividad se ve cuestionada por algunos autores dada su variabilidad y limitaciones (Berson, y cols., 1993; Birch, y cols., 2013; Grover y Samson, 2014; Talcott, y cols., 2011). Junto a estos tratamientos clásicos, también se recomienda una dieta equilibrada, un ritmo de vida saludable y una protección adecuada de los ojos contra la radiación solar. Sin duda, más recientemente, la terapia génica ha sido la gran protagonista para la búsqueda de tratamientos para este grupo de enfermedades (Jacobson, y cols., 2012). Básicamente, este tipo de terapias consisten en la introducción en las células de la retina de una copia funcional del elemento genético afectado en el paciente a tratar. Así pues, la proteína funcional, sintetizada por las propias células retinianas, sustituiría a la proteína alterada, lo que permitiría tratar la causa de la enfermedad en lugar de limitarse a paliar sus síntomas. Los vehículos más estudiados para transportar e integrar el transgen en las células diana son los adenovirus y diferentes tipos de nanopartículas. La principal limitación de estas aproximaciones es la necesidad de conocer con exactitud el gen y mutación responsable de la enfermedad, lo que lleva a tener que diseñar una terapia diferente para cada paciente de forma casi exclusiva (Petrs-Silva y Linden, 2014). En 2008, tres grupos de investigación 
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inversión de tiempo y dinero. Esto es así ya que, debido a la alta heterogeneidad clínica y genética de estas enfermedades, las técnicas convencionales como la secuenciación Sanger o los microarrays de genotipado (APEX) tienen una baja tasa diagnóstica y suponen un gran coste económico. Además, estas tecnologías son a su vez dependientes del diagnóstico clínico previo que haya recibido el paciente, el cual no es acertado en algunas ocasiones debido al solapamiento fenotípico de este tipo de patologías. Todo esto complica que se lleve a cabo un correcto consejo genético y manejo de los pacientes y hace necesario el desarrollo de nuevas técnicas moleculares que sirvan en el diagnóstico genético de enfermedades altamente heterogéneas.  
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1.3 Secuenciación de Nueva Generación  Desde su publicación en 1977 (Sanger, y cols., 1977), la secuenciación Sanger, que ha transformado la biología de nuestros días, ha evolucionado de forma vertiginosa permitiendo alcanzar hitos tan relevantes para la Genética Humana como la secuenciación del primer genoma humano en el año 2001 (Lander, y cols., 2001; Venter, y cols., 2001). Sin embargo, esta técnica requiere una gran inversión de tiempo y dinero, lo que hizo necesario desarrollar nuevas tecnologías de secuenciación más costo-eficientes. De esta manera, surgieron un conjunto de nuevas tecnologías de secuenciación conocidas como secuenciación de nueva generación (Next generation sequencing, NGS), también llamadas secuenciación masiva o megasecuenciación. Las técnicas de NGS presentan un rendimiento muy superior al de técnicas convencionales como la secuenciación Sanger (Glenn, 2011; Metzker, 2010) ya que permiten la secuenciación a una velocidad sin precedentes, con un bajo coste por base nucleotídica y una tasa diagnóstica elevada en circunstancias en las que otras aproximaciones han fallado. Por todo esto, en los últimos años, la NGS está revolucionando el campo de la genética y de la genómica, y está ofreciendo soluciones en el abordaje de enfermedades heterogéneas al poder analizar de manera simultánea todos los genes de interés.   




error en regiones con homopolímeros de más de 6 pb, lo que puede poner en duda la fiabilidad de las secuencias obtenidas.  
Figura 15: Pirosecuenciación 454. A) La adición de un nucleótido a la nueva hebra de ADN a través de una polimerasa de ADN tiene como resultado la liberación de una molécula de pirofosfato (PPi) que, junto a la ATP sulfurilasa, permite la transformación de adenosina 5’ fosfosulfato (APS) en ATP. El ATP es a su vez un cofactor de la conversión de luciferina a oxiluciferina a través de la enzima luciferasa, lo que produce una señal lumínica que, en último lugar, será captada por una cámara. B) Durante cada ciclo de secuenciación sólo está presente un tipo de dNTP. Varios dNTPs idénticos pueden ser incorporados durante un mismo ciclo, lo que lleva a un incremento proporcional de la luz emitida. Modificada de (Goodwin, y cols., 2016). Por otro lado, los secuenciadores SOLiD emplean una tecnología de ligación de oligonucleótidos marcados capaz de interrogar dos bases al mismo tiempo, de manera que tras varias rondas de ligación y detección de los fluoróforos, cada nucleótido es leído dos veces, dando lugar a un nuevo tipo de codificación que se denomina “código de colores” en el que cada color identifica dos bases consecutivas (Figura 16A). Su principal desventaja viene dada por el pequeño tamaño de sus lecturas que dificulta su alineamiento pudiendo llevar a errores de secuencia. Años más tarde pudimos conocer el secuenciador Ion Torrent PGM, que fue el primer secuenciador de mesa (benchtop sequencers) en salir al mercado. Su tecnología está basada en la detección de iones H+ en lugar de marcadores fluorescentes (Secuenciación 
poslight) (Figura 16B), lo que permite reducir los costes de manufactura mediante el uso de micromatrices comerciales de diseño estándar que no necesitan cámaras, láser ni fluoróforos. Al igual que ocurría con la pirosecuenciación, la principal desventaja de esta tecnología es su baja fiabilidad en regiones con homopolimeros. Además, es importante mencionar que tanto el código de colores de SOLiD como la detección de H+ de Ion Torrent complican el posterior análisis bioinformático.  
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en la incorporación de nucleótidos marcados con terminadores reversibles de manera que en cada ciclo de ligación solamente uno de los cuatro nucleótidos posibles se une de forma complementaria al ADN molde, emitiendo una señal luminosa que es captada por un sistema óptico altamente sensible (Figura 17). Posteriormente, el terminador se elimina para permitir la incorporación del siguiente nucleótido en ciclos sucesivos de secuenciación. En este sentido, el fundamento de la técnica es muy similar al de la secuenciación Sanger. 
Figura 17: Secuenciación por síntesis (Illumina). Cada nucleótido está bloqueado de forma reversible con un grupo 3’-O-azidometil y está etiquetado con un fluoróforo específico para cada una de las bases. Durante cada ciclo de secuenciación, los fragmentos incorporan sólo un nucleótido debido a que el grupo -OH en el extremo 3’ previene la incorporación de otros nucleótidos. Una vez añadida la base, aquéllas no incorporadas son lavadas y acto seguido se captura la imagen que permitirá identificar el nucleótido añadido según el fluoróforo del mismo. Tras esto, el fluoróforo es escindido y el extremo 3’-OH se regenera con un agente reductor, permitiendo así que el ciclo de adición de un nucleótido, elongación y escisión pueda comenzar de nuevo. Modificada de (Goodwin, y cols., 2016). 
1.3.2 Aplicaciones de la NGS  El uso de la NGS permite incluso el análisis de la secuencia genómica completa de un individuo (Whole genome sequencing, WGS), por lo que el abanico de aplicaciones que ofrecen este grupo de tecnologías es inmenso. Debido al alto coste que aún hoy presenta la WGS y a la complejidad de manejar tal cantidad de datos, esta aproximación no suele ser la primera opción para la búsqueda de variantes genéticas asociadas a una determinada enfermedad. En su lugar, se tiende a utilizar métodos alternativos referidos a una fracción más concreta del genoma humano como puede ser el exoma completo (Whole exome sequencing, WES) o paneles de un número determinado de genes de interés.  
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Los paneles de genes asociados a una determinada enfermedad o a un número limitado de éstas, son la opción más usada para el diagnóstico de enfermedades de base genética, ya que su tamaño relativamente pequeño permite disminuir el coste por muestra secuenciada, acelera el proceso diagnóstico, facilita el posterior análisis bioinformático y almacenaje de los datos y reduce notablemente las implicaciones éticas al disminuir notablemente el número de hallazgos inesperados (Consugar, y cols., 2015; Nash, y cols., 2015). En patologías como las DHR, la tasa diagnóstica de esta aproximación ronda el 50%, y es preciso mencionar que en la mayoría de los casos se trata de pacientes analizados previamente por otras técnicas con las que no se obtuvo un diagnóstico genético (Neveling, y cols., 2012). Además, esta estrategia puede servir como primer filtro para seleccionar aquellas familias susceptibles de tener una causa genética que implique a una región o mecanismo molecular no asociado previamente a la enfermedad. No obstante, hay que tener en cuenta que analizar un número tan específico de genes también presenta limitaciones, entre las que encontramos una cierta dependencia del diagnóstico clínico previo, poca capacidad para el descubrimiento de nuevos genes, la necesidad de una actualización periódica y una menor eficiencia en la detección de variantes estructurales como las variaciones en el número de copias (CNVs, del inglés Copy Number 




superiores o similares con una mayor homogeneidad en el número de lecturas a lo largo de toda la secuencia genómica (Lelieveld, y cols., 2015), mostrando una mayor capacidad para la detección de CNVs y otras variantes estructurales (Zhao, y cols., 2013). Esto es así debido a que la detección de CNVs mediante NGS, todavía considerada un reto en muchas aproximaciones, básicamente consiste en la cuantificación del número de lecturas y su comparación con otras muestras secuenciadas en la misma carrera, lo que puede estar influenciado notablemente por la cobertura media de la muestra y, en definitiva, por la calidad de los datos de secuenciación (Eisenberger, y cols., 2013). Tanto en la WES como en la WGS, hay que tener en cuenta que las variantes en genes a priori no relevantes para el estudio en cuestión, pueden ser filtradas mediante diversas herramientas bioinformáticas para reducir los hallazgos inesperados. Aunque las aplicaciones anteriormente mencionadas destinadas a la búsqueda de variantes de secuencia han sido las más utilizadas en los últimos años, diferentes tecnologías de NGS también permiten abordar otros objetivos que cada vez cobran más importancia. Entre ellos, cabe destacar la secuenciación de transcriptomas completos (RNA-seq) (Mutz, y cols., 2013), la identificación de microRNAs (Mills y Janitz, 2012), los estudios de interacción proteína-ADN (ChIP-seq) o los estudios de metilación (Meaburn y Schulz, 2012).   Como ya se ha indicado, la principal característica común de todas estas técnicas es la generación masiva de datos, que se ha convertido en una de las principales limitaciones de la NGS debido a los problemas de análisis, interpretación y almacenaje que conlleva. Por este motivo, la instauración de la NGS ha ido ligada al desarrollo de la bioinformática como rama científica. Diversas herramientas bioinformáticas han sido diseñadas hasta la fecha para ayudar en los diferentes pasos del análisis de los datos generados por NGS, que básicamente consiste en el alineamiento de las lecturas, llamada de variantes con respecto al genoma de referencia y filtrado y anotación de las mismas. Además, diversos proyectos derivados de la secuenciación del exoma/genoma humano como HapMap, 1000 genomas, Exome Variant Server (EVS), Exome Aggregation Consortium (ExAC) o Ciberer Spanish Variant Server (CSVS), que han sido facilitados en mayor o menor medida por la NGS, son de gran utilidad para dicho análisis bioinformático ya que dan información sobre la frecuencia del alelo menor (minor allele frequency, MAF) permitiendo utilizar estos valores en el filtrado y priorización de las distintas variantes, lo que es especialmente relevante para el estudio de enfermedades raras. No obstante, la idea de que existen diferencias específicas de cada población en las frecuencias alélicas de variaciones genéticas asociadas a enfermedad, ha hecho que actualmente se tienda 
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a incluir una base de datos de variantes específica de la población en estudio en la ruta de análisis de los datos, lo que está permitiendo distinguir entre variantes realmente asociadas a enfermedad y polimorfismos específicos de la población en estudio (Dopazo, y cols., 2016). La tendencia actual es que este grupo de tecnologías consigan implantarse de forma rutinaria en el proceso diagnóstico de los hospitales que competa. Sin embargo, para alcanzar este objetivo es imprescindible implementar guías consensuadas para el manejo de la enorme cantidad de datos generada, la interpretación biológica y clínica de estos datos y la información al paciente y su familia. Además, es crucial definir los aspectos bioéticos respecto al derecho a conocer los hallazgos inesperados que impliquen a genes que, a priori, no son diana en el diseño del estudio. En esta transición entre la secuenciación tradicional y la NGS aún queda por determinar si es necesario validar las variantes identificadas usando métodos convencionales caracterizados por su fiabilidad diagnóstica (secuenciación Sanger). La verificación de cada variante serviría a modo de comprobación pero encarecería y enlentecería enormemente el proceso diagnóstico, haciendo mínima la reducción del coste producida por estas tecnologías. Algunos autores mantienen que esta comprobación es innecesaria y que la probabilidad de tener falsos positivos con las técnicas actuales es mínima e incluso inferior a la de tener falsos negativos por secuenciación Sanger (Beck, y cols., 2016).  




aunque esta aproximación se lleve a cabo en los secuenciadores actuales, es necesario contar con una cobertura mayor a la requerida para otras aplicaciones, lo que conlleva un incremento en el coste de esta tecnología. Además, esta problemática en cuanto al tamaño de las lecturas ha llevado al lanzamiento al mercado de nuevas plataformas, denominadas secuenciadores de tercera generación, que permiten la secuenciación de una única molécula de ADN (single-molecule sequencing). Esto permite que no sean necesarias estrategias previas de enriquecimiento, evitando así las desviaciones generadas durante el proceso de amplificación y reduciendo la inversión total de tiempo y dinero. Una segunda característica de este grupo de nuevas tecnologías es que la señal, independientemente de si es fluorescente (PacBio, ver más adelante) o elétrica (ONT, ver más adelante), es capturada en tiempo real, es decir, es monitorizada durante la reacción enzimática de adición de un nucleótido a la cadena complementaria de ADN (Liu, y cols., 2012).  Entre estas nuevas tecnologías encontramos, por un lado, la desarrollada por Oxford Nanopore Technologies (ONT), que es capaz de detectar nucleótidos individuales a través de su paso por un nanoporo con unas características similares a los canales proteicos embebidos en la bicapa lipídica que facilitan el intercambio iónico entre ambos lados de la membrana. Durante esta secuenciación se aplica un flujo iónico constante que se ve afectado por el paso de moléculas a través del poro. Estas alteraciones son captadas por técnicas electrofisiológicas estándar y son diferentes en función del nucleótido que pase debido a las diferencias de tamaño de los mismos. Esta tecnología permite obtener lecturas largas de más de 5 Kpb y, al ser prácticamente libre de reacciones enzimáticas, su fiabilidad es poco sensible a los cambios de temperatura (Branton, y cols., 2008; Timp, y cols., 2010).  Sin embargo, la tecnología de tercera generación que despierta más expectativas actualmente es la secuenciación a tiempo real de una única molécula de ADN (Single Molecule 
Real Time, SMRT) de la empresa Pacific Biosciences (PacBio), que explota el proceso natural de replicación del ADN y permite que la síntesis de ADN pueda observarse en tiempo real (Eid, y cols., 2009). Esta técnica está basada en el uso de chips que contienen miles de pocillos que se iluminan desde un fondo transparente, y esta luz atenuada actúa como un potente microscopio. A diferencia de las aproximaciones actuales en las que se une el ADN mientras la polimerasa avanza a través de éste, en este caso la polimerasa se fija en la parte inferior de estos pocillos y es el ADN, derivado de la librería realizada, el que se desplaza. De esta manera la adición de los fosfonucleótidos a la cadena de ADN se produce siempre en una misma 
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localización del pocillo, permitiendo que el sistema se centre en una única molécula de ADN. Esta adición provoca la liberación de una señal fluorescente, diferente para cada uno de los cuatro nucleótidos, que es captada de forma continuada por un detector. Todo esto permite obtener lecturas largas y homogéneas con un tamaño medio de, aproximadamente, 10 Kb (Rhoads y Au, 2015), que es el motivo principal por el que ha conseguido superar algunas de las limitaciones que presentan los secuenciadores actuales. No obstante, este sistema también presenta debilidades que han de ser tenidas en cuenta. Por un lado, PacBio presenta un bajo rendimiento ya que, de forma general, sólo un 25-45% de los pocillos producen lecturas válidas debido al fallo en el anclaje de la polimerasa o a la presencia de más de una molécula de ADN por pocillo. De esta manera, esta aproximación es capaz de producir alrededor de 0,5-1 billón de bases por chip utilizado, lo que está muy lejos del rendimiento ofrecido por tecnologías de secuenciación por síntesis como la de Illumina, que es capaz de presentar un rendimiento diario de aproximadamente 167 billones de bases. Además, la secuenciación mediante PacBio produce una tasa de error alrededor del 11-15% (Carneiro, y cols., 2012), aunque este porcentaje puede ser reducido si se utilizan secuencias consenso circulares generadas por múltiples lecturas de un mismo chip (Koren, y cols., 2012). Por todo esto, la secuenciación de las tecnologías de NGS actuales y las llamadas de tercera generación son complementarias y no sustitutivas entre sí, por lo que la estrategia más eficiente es utilizar ambas de forma integrada. 
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2.1 Hipótesis 1) El número de genes de interés que se quiera interrogar mediante técnicas de NGS va directamente relacionado con un mayor coste y una mayor inversión de tiempo en el análisis e interpretación de los datos. Esto cobra especial interés en el ámbito clínico, donde es crucial conseguir el balance más costo-eficiente. Aunque las DHR presentan una alta heterogeneidad genética con más de 250 genes descritos hasta la fecha, muchos de estos genes, y sus mutaciones, son privados de una determinada población. Por este motivo, un panel de genes específicos de población podría facilitar y abaratar el proceso sin comprometer su rendimiento diagnóstico. 2) Tanto las técnicas oftalmológicas como las moleculares han avanzado enormemente en los últimos años, permitiendo que, a día de hoy, los pacientes puedan contar con un diagnóstico clínico y genético más preciso. Además, estas nuevas tecnologías también pueden poner de manifiesto los casos que han sido erróneamente diagnosticados con anterioridad, bien por presentar una clínica difusa compatible con varias DHR o por portar mutaciones de dudosa patogenicidad. De este modo, una aproximación basada en la información previa puede sesgar los resultados y ser menos eficaz que una libre de hipótesis prefijadas. 3) Aproximadamente un 50% de los casos de RP son casos aislados en los que sólo hay un miembro afecto en la familia. Este hecho dificulta conocer el patrón de herencia subyacente y ha hecho que de forma convencional estos casos sean tratados como autosómicos recesivos a pesar del riesgo de estar subestimando otros tipos de herencia con una mayor repercusión familiar (autosómicos dominantes y ligados al cromosoma X).  4) Se estima que en torno al 50% de las familias con RP portan mutaciones en genes todavía no asociados con la enfermedad. Por ello, entre los casos no resueltos mediante técnicas que sólo abarcan genes conocidos sería posible identificar familias cuya causa genética esté en un nuevo gen candidato. 5) Un flujo de trabajo personalizado para el análisis bioinformático de los datos generados por NGS conlleva un mayor control sobre la naturaleza de los mismos. Este control podría llevar a una mayor flexibilidad del sistema y, además, podría ser crítico para la aplicación de esta tecnología en la práctica clínica. 
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2.2 Objetivos 1) Diseñar, validar e implementar un panel de genes específico de población española que permita el diagnóstico rutinario de las familias afectas de DHR obteniendo una proporción de casos resueltos similar o superior a la de otros paneles que contienen un mayor número de genes, aumentando así la costo-eficiencia del mismo.  2) Llevar a cabo una estrategia que no esté determinada por los estudios clínicos y moleculares previos, pudiendo así rectificar el diagnóstico clínico de los pacientes cuando sea necesario y dilucidar la asociación de mutaciones clasificadas como patogénicas que no son claramente deletéreas, como p.Cys759Phe de USH2A, con las DHR.  3) Determinar la proporción de los casos aislados de RP que tienen una herencia autosómica recesiva, autosómica dominante y ligada al cromosoma X para poder ofrecer un adecuado manejo y consejo genético en cada uno de los casos. 4) Identificar nuevos genes asociados a DHR mediante la secuenciación del exoma completo de los casos no resueltos por técnicas de menor alcance.  5) Desarrollar un sistema personalizado de análisis de los datos generados por NGS que sea eficiente y flexible para ajustarse a las necesidades específicas de nuestro laboratorio a lo largo del tiempo.       
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4.  RESUMEN GLOBAL DE LOS 
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En el presente trabajo se han secuenciado por NGS un total de 159 pacientes afectos de DHRs, de los cuales 20 tenían un diagnóstico molecular previo y fueron utilizados como controles positivos para evaluar la fiabilidad de la estrategia llevada a cabo. Todas las variantes patogénicas presentes en estas muestras utilizadas para la validación del sistema fueron identificadas tras el análisis de los datos, obteniendo así una tasa de detección de mutaciones del 100%. De las 139 familias restantes que no contaban con un diagnóstico genético con anterioridad a este estudio, se consiguió diagnosticar a 94 de ellas, dando una tasa diagnóstica del 67,62%. Este porcentaje es similar e incluso superior al obtenido en otros estudios donde el número de genes analizado era más elevado (Wang, y cols., 2013), confirmando así la eficiencia de los paneles de genes específicos de población. En la figura 18 se muestra una representación global de los resultados obtenidos en los diferentes estudios realizados. 
 
Figura 18: Representación de los distintos estudios realizados y principales resultados 
obtenidos. 
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Es importante destacar que los datos generados por NGS han llevado a la rectificación del diagnóstico clínico en 26 de las 94 familias resueltas (27,66%). Este resultado evidencia el alto grado de solapamiento fenotípico presente en este grupo de enfermedades, lo que convencionalmente también ha complicado el diagnóstico genético en este grupo de pacientes (Anexo II). En la mayoría de estos casos, el diagnóstico inicial que recibieron los pacientes fue de RP mientras que el diagnóstico final, basado en el diagnóstico genético y la reevaluación clínica, varió desde otras formas de DHR no sindrómicas (DC/DCB, ACL, CHM y STGD) hasta formas sindrómicas como el síndrome de Usher. De todas ellas, la reclasificación más común consistió en la modificación de un diagnóstico inicial de RP por un diagnóstico final de ACL (11 de los 26 casos), lo que concuerda con las manifestaciones clínicas ambiguas que pueden presentar ambas entidades clínicas (Koenekoop, 2004; Rivolta, y cols., 2002b). Es importante tener en cuenta que la mayoría de estos casos reclasificados no hubieran sido diagnosticados mediante aproximaciones dependientes del diagnóstico clínico previo, como pueden ser los paneles de genes diseñados para un único fenotipo. De ser así, la tasa diagnóstica en este estudio hubiera sido significativamente inferior pasando de un 67,62% a menos de un 50%. Por este motivo, esta visión se considera hoy día obsoleta y demuestra que el abordaje más eficiente para enfermedades heterogéneas es el uso de estrategias libres de hipótesis prefijadas. Del mismo modo, contar con este tipo de aproximaciones puede facilitar la identificación de nuevas correlaciones genotipo-fenotipo y ampliar el espectro fenotípico y mutacional de genes ya asociados con la enfermedad.  La alta heterogeneidad clínica y genética de las DHR dificulta enormemente establecer estas correlaciones genotipo-fenotipo (Huang, y cols., 2015). Además, la existencia de herencias oligogénicas en las que intervienen alelos modificadores del fenotipo puede complicar aún más esta ardua tarea (Markand, y cols., 2016). En este trabajo, se han identificado un total de 51 mutaciones nunca antes asociadas a enfermedad. Además, los resultados aquí presentados han llevado a cuestionar la patogenicidad de dos variantes previamente consideradas como patogénicas. Por un lado, la falta de cosegregación del alelo común p.Cys759Phe de USH2A en una familia española (Bernal, y cols., 2003) y la identificación de otra mutación potencialmente patogénica en PDE6B (p.Arg560Cys) (Chang, y cols., 2002; Chang, y cols., 2007) en esta misma familia, nos ha permitido plantear que esta mutación frecuente de USH2A no es patogénica en homocigosis y que su patogenicidad depende de la presencia de una segunda mutación deletérea en el otro alelo. Esta hipótesis fundada en nuestros resultados conlleva la necesidad de reevaluar genéticamente aquellas 
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familias diagnosticadas con esta mutación en homocigosis que, dado que esta variante se considera causante del 4,5% de los casos de RPAR (Rivolta, y cols., 2000), estimamos que afectará a un número elevado de casos. Por otro lado, la patogenicidad de la variante c.206G>A del gen CA4 se vio cuestionada tras la falta de cosegregación en una familia con dos hermanos afectos de síndrome de Usher. Además, el fenotipo asociado a la variante (RPAD) (Alvarez, y cols., 2007) no concordaba con el que presentaba la familia (USH) y, además, se detectaron otras mutaciones en el gen USH2A que fueron consideradas como la causa más probable de la enfermedad en esta familia. Por último, la posibilidad de que la variante en CA4 estuviera actuando como alelo modificador del fenotipo fue descartada debido a que la clínica de ambos pacientes afectos era similar a pesar de que sólo uno de ellos era portador de dicha mutación. Del mismo modo que con el caso anterior, aunque las mutaciones en CA4 sólo han sido relacionadas con DHR en unos pocos casos, estos resultados invitan a la reevaluación de las familias diagnosticadas con esta variante. Por todo lo anterior, hay que tener en cuenta que puede que sea relativamente común que variantes descritas como patogénicas no lo sean realmente, ya que, especialmente en los últimos años, se están identificando una gran cantidad de variantes asociadas a enfermedad que, en la mayoría de los casos, no van acompañadas de estudios funcionales.  Una proporción relativamente alta de los genes asociados a DHR ha sido asociada con más de una de las entidades clínicas recogidas dentro de este grupo de patologías y/o con diferentes modos de herencia (Daiger, y cols., 2007). Aunque a día de hoy no se sabe con exactitud qué mecanismos llevan a esta gran heterogeneidad, se han propuesto varias explicaciones como son el tipo de mutación y su localización en isoformas específicas de tejido (Al-Rashed, y cols., 2012). Esta variabilidad cobra especial interés cuando ocurre entre miembros de una misma familia (variabilidad fenotípica intrafamiliar) o entre familias no relacionadas que portan la misma mutación patogénica (variabilidad fenotípica interfamiliar). En estos casos, la hipótesis más ampliamente aceptada es la presencia de alelos modificadores que atenúen o agraven una determinada enfermedad (Cooper, y cols., 2013; Fahim, y cols., 2011). En los estudios que aquí se presentan se detectaron 2 casos con variabilidad fenotípica intrafamiliar y tres casos con variabilidad fenotípica interfamiliar. En uno de los casos con variabilidad clínica dentro de una misma familia se detectaron dos causas genéticas diferentes para cada una de ellas, siendo el gen RP1 responsable de la RP y el gen BBS1 responsable del SBB. En el otro caso, la reevaluación de los datos permitió identificar un tercer alelo en otro gen de DHR que podría estar modificando el fenotipo en uno de los pacientes. Esta variante se 
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corresponde con la mutación patogénica c.3988G>T de CRB1 (Avila-Fernandez, y cols., 2010), que agravaría la RP de la paciente índice de una familia portadora de dos mutaciones en 
USH2A.  Por otro lado, los casos en los que se observó variabilidad fenotípica interfamiliar implicaban a las mutaciones previamente descritas p.Met390Arg de BBS1, p.Arg257* de 
CERKL y p.Arg1129Leu de ABCA4. Aunque en los dos primeros casos no se encontró una explicación para esta variabilidad, en el tercero de ellos se detectó un tercer alelo que podría estar actuando como modificador del fenotipo (mutación p.Arg396* de RP1). De esta manera, esta mutación patogénica sería responsable de que la paciente índice muestre una clínica acorde con RP a pesar de que la mutación en ABCA4 ha sido clásicamente asociada con STGD (Valverde, y cols., 2006). Además de lo anterior, en este trabajo también se han propuesto nuevas correlaciones genotipo-fenotipo para los genes PDE6B, PROM1 y GUCY2D. Sin embargo, estos datos no son aún concluyentes debido a la falta de segregación familiar y datos clínicos. A pesar de que la secuenciación de paneles de genes ha resultado ser una buena herramienta para fines diagnósticos, el estudio de los casos que no han sido resueltos por esta aproximación requiere de otras estrategias que impliquen a un mayor número de regiones génicas. La WES es actualmente la técnica más utilizada para interrogar otras zonas del genoma para el descubrimiento de nuevos genes de enfermedad y/o nuevas regiones relacionadas (Bamshad, y cols., 2011; Mendez-Vidal, y cols., 2013). Sin embargo, aunque esta herramienta permite la identificación de mutaciones en las regiones exónicas de todos los genes del genoma, mutaciones en otras zonas de interés como intrones o regiones reguladoras no podrían ser detectadas. Por este motivo, la WGS está cobrando cada vez más importancia en la investigación de este grupo de enfermedades, aunque su aún elevado coste ha impedido su uso extendido en un mayor número de laboratorios (Ellingford, y cols., 2016).  En este trabajo, se llevó a cabo la WES de una familia previamente analizada, sin resultados positivos, por nuestro panel de 64 genes. Esta secuenciación permitió identificar dos variantes en SYNE2 (c.20140G>A; p.Asp6714Asn y c.20339G>A; p.Arg6780Gln) que cosegregaban con la enfermedad (RPAR). Este resultado nos llevó a incluir este gen en la siguiente actualización de nuestro panel (panel de 68 genes), lo que hizo que pudiéramos encontrar otras dos mutaciones en este gen (c.3235A>G; p.Thr1079Ala y c.15800A>T; p.Gln5267Leu) que cosegregaban con la RPAR en una segunda familia no relacionada. Estos 
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resultados, unidos al hecho de que otros autores han puesto de manifiesto la implicación de este gen en la retinogénesis y ciliogénesis (Dawe, y cols., 2009; Razafsky, y cols., 2013) y que ha sido asociado a anomalías visuales en modelos animales como pez cebra, mosca de la fruta y ratón (Del Bene, y cols., 2008; Patterson, y cols., 2004; Yu, y cols., 2011), nos llevó a considerar este gen como un nuevo candidato de RPAR en humanos y, por tanto, considerar resueltas estas dos familias. Para comprobar si la disminución de expresión correlacionaba con la aparición de un fenotipo (tal y como ocurre en ratones en los que se ha inactivado 
Syne2), llevamos a cabo el silenciamiento de este gen mediante shRNAs en células comerciales del EPR humanas (hTERT-RPE1). Este silenciamiento no causó ningún tipo de efecto, lo que puede deberse a que el porcentaje de silenciamiento obtenido (60%) sea insuficiente para producir un fenotipo de enfermedad. De este modo, sería recomendable probar con otras técnicas que nos permitan obtener una bajada o pérdida de expresión más eficiente, como puede ser la tecnología de modificación de genes por nucleasas dirigidas por ARN del sistema CRISPR/Cas9. También es posible que el modelo celular utilizado no sea el más adecuado y que las células del EPR no se vean afectadas por alteraciones en este gen, para lo que sería conveniente contar, por ejemplo, con fotorreceptores (en los que se ha demostrado que Syne2 juega un papel fundamental para su supervivencia) derivados de fibroblastos de los pacientes afectos de RP causada por mutaciones en este gen.  Es importante destacar que la mutación espontánea en Syne2, c.13978C>T; p.Gln4660*, ha sido identificada como la causa de la enfermedad del modelo de ratón cpfl8 (Maddox, y cols., 2015). Además, los ratones mutantes Syne2-/- presentan unas características visuales acordes a una degeneración retiniana (Yu, y cols., 2011). Esta correspondencia entre el fenotipo presentado en distintas especies por un determinado genotipo no es un hallazgo común debido a las diferencias estructurales y funcionales de las distintas retinas (Kostic y Arsenijevic, 2016). Sin embargo, además de la ya mencionada asociación entre el fenotipo encontrado y las mutaciones en SYNE2, en este trabajo se ha observado una correspondencia fenotípica entre humanos y ratón asociada a la mutación p.Arg560Cys de PDE6B, ya que es la causa genética responsable de la DHR del modelo de ratón rd10 (Chang, y cols., 2002) y de la RPAR en una de las familias analizadas en este estudio. Estas similitudes entre distintas especies pueden ser un indicio de la relevancia de estas proteínas en la función visual. En conjunto, los diversos estudios presentados en este trabajo han permitido determinar la prevalencia de los genes mutados en nuestra población. De las 159 familias analizadas, un total de 114 familias contaron con un diagnóstico molecular tras la finalización 
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de este trabajo, entre las que encontramos las 20 muestras utilizadas como control positivo. Se detectaron mutaciones patogénicas en 37 de los genes analizados (Figura 19), siendo el gen 
USH2A el más frecuentemente mutado en nuestra población y la principal causa de RPAR, seguido de los genes CRB1, EYS y RP1. Por otro lado, los genes RHO y PRPF31 fueron los más prevalentes en RPAD tal y como se había descrito en estudios previos (Sullivan, y cols., 2006) y, del mismo modo, RPGR fue la causa más frecuente de RPLX (Shu, y cols., 2007). Respecto a otras DHR, también hubo concordancias con las frecuencias observadas en otras poblaciones, de forma que el gen CEP290 fue el que mostró una mayor prevalencia en ACL (den Hollander, y cols., 2006), ABCA4 fue considerado causal en la mayoría de los casos con STGD (Zernant, y cols., 2014), BBS1 fue el más frecuente en el SBB (Mykytyn, y cols., 2002) y los genes USH2A, 














Figura 19: Contribución de cada uno de los genes en nuestra cohorte de DHR. Se representan el total de casos resueltos con mutaciones en cada uno de los genes. Dos de los casos considerados resueltos no están representados en esta figura ya que sus mutaciones afectaban a más de un gen (RPGR/RP2 y OFD1/RS1, respectivamente) y no es posible saber con seguridad cuál de ellos es el responsable de la enfermedad.  
 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
 147 
La mayoría de mutaciones causantes de DHR son raras e incluso privadas de una determinada familia. No obstante, existen algunas excepciones de mutaciones que tienen una recurrencia relativamente alta. Uno de los ejemplos más representativos de ello es la ya mencionada mutación p.Cys759Phe de USH2A, que ha sido detectada en este trabajo en un total de 7 familias. Del mismo modo, aunque en una menor frecuencia, otras 11 mutaciones han sido identificadas en más de una de las familias incluidas en este estudio (Tabla 2).  
Tabla2: Mutaciones recurrentes en los distintos estudios llevados a cabo. 
Gen Mutación Nº Familias 
USH2A p.Cys759Phe 7 
CERKL p.Arg257* 4 
ABCA4 p.Arg1129Leu 3 
BBS1 p.Met390Arg 3 
USH2A p.Arg303His 3 
USH2A p.Thr3571Met 3 
CRB1 p.Cys948Tyr 2 
CRB1 p.Ile205Aspfs*13 2 
CRB1 p.Arg764Cys 2 
CRX c.(100+1_101-1)_(*1097_?) 2 
RP1 p.Ser542* 2 
USH2A p.Glu767Serfs*21 2 Once de estas 12 mutaciones encontradas de forma recurrente en nuestra cohorte han mostrado ser también frecuentes en otras poblaciones, ya que habían sido asociadas a DHR con anterioridad a este trabajo. Sin embargo, la CNV en CRX no había sido previamente descrita a pesar de mostrar, a priori, una frecuencia similar a otras mutaciones ampliamente conocidas. Esto puede deberse a la dificultad intrínseca de la detección de este tipo de mutaciones y, junto a las otras 4 CNVs detectadas, apoya la idea de que la implicación de este tipo de mutaciones en este y otros grupo de patologías puede estar subestimada (Almal y Padh, 2012). Algo parecido podría estar ocurriendo con las mutaciones intrónicas o situadas en regiones reguladoras, ya que quedan fuera de la mayoría de aproximaciones que se llevan a cabo (Weisschuh, y cols., 2016). Por este motivo, nuestros paneles han sido diseñados para cubrir las regiones intrónicas flanqueantes a los exones y algunas de las mutaciones intrónicas patogénicas que se conocen actualmente. Esto nos ha permitido detectar una mutación patogénica previamente descrita en un intrón de CEP290 (c.2991+1655A>G) y sugerir dos nuevas mutaciones patogénicas en los intrones de IMPDH1 (c.402+57G>A) y 





regiones	 potencialmente	 interesantes	 que	 deberán	 ser	 incluidas	 en	 posteriores	
actualizaciones	 del	 panel,	 como	 pueden	 ser	 las	 regiones	 intrónicas	 de	 ABCA4	 dada	 su	
importancia	según	diversos	estudios	(Braun,	y	cols.,	2013;	Zernant,	y	cols.,	2014).	
Como	 hemos	 visto,	 tener	 un	 control	 total	 de	 las	 regiones	 diana	 de	 nuestro	 panel	 de	
genes	nos	ha	permitido	conocer	las	ventajas	y	limitaciones	de	nuestro	diseño,	así	como	hallar	
por	 nosotros	 mismos	 la	 solución	 a	 los	 problemas	 que	 han	 ido	 surgiendo	 en	 la	 práctica	 y	
postular	 posibles	 mejoras	 para	 nuestro	 sistema.	 Además,	 al	 tratarse	 de	 un	 diseño	
personalizado	hemos	tenido	la	oportunidad	de	ir	realizando	diversas	actualizaciones,	basadas	
en	 los	 resultados	 obtenidos,	 que	 han	 ido	mejorando	 progresivamente	 nuestro	 diseño.	 Esta	
flexibilidad	no	es	posible	en	diseños	cerrados	disponibles	en	múltiples	casas	comerciales	en	
los	 que,	 en	 muchos	 casos,	 la	 información	 de	 los	 paneles	 no	 está	 disponible	 públicamente.	
Además,	 estos	 paneles	 comerciales	 no	 permiten	 adaptar	 el	 diseño	 a	 las	 características	
específicas	de	cada	población,	lo	que	ha	sido	crucial	a	la	hora	de	optimizar	la	relación	costo‐





alto	 contenido	 en	 bases	 nucleotídicas	 del	 tipo	 GC	 (Vervoort,	 y	 cols.,	 2000).	 Además,	 la	
inclusión	de	esta	región	repetitiva	tampoco	altera	la	armonía	del	resto	del	diseño,	ya	que	un	
panel	 de	 prueba	 puso	 de	 manifiesto	 que	 su	 eliminación	 no	 afecta	 a	 los	 datos	 de	 calidad	
obtenidos.		
Del	mismo	modo,	desarrollar	un	algoritmo	bioinformático	ajustado	a	las	características	
y	 necesidades	 de	 nuestro	 proyecto	 nos	 ha	 permitido	 disponer	 de	 un	 sistema	 de	 análisis	
productivo	que	proporciona	un	control	absoluto	sobre	 la	naturaleza	de	 los	datos	generados	
por	NGS	y,	por	tanto,	de	la	calidad	del	proceso.	Este	hecho	es	sumamente	prioritario	para	la	
práctica	 clínica	 por	 razones	 médico‐legales	 (Gullapalli,	 y	 cols.,	 2012a;	 Gullapalli,	 y	 cols.,	
2012b).	 Además,	 este	 control	 también	 implica	 una	 gran	 versatilidad	 ya	 que,	 al	 igual	 que	
ocurría	 con	 los	 diseños	 no	 comerciales,	 ofrece	 la	 posibilidad	 de	 realizar	modificaciones	 en	
función	 de	 los	 resultados	 obtenidos.	 La	 decisión	 de	 utilizar	 un	 sistema	 de	 análisis	
personalizado,	 basado	 en	 la	 combinación	 de	 paquetes	 de	 programas	 disponibles	
públicamente,	en	 lugar	de	un	sistema	de	análisis	comercial,	puede	tener	un	efecto	favorable	
sobre	 la	 efectividad	del	 proceso	 y	 facilitar	 la	 interpretación	de	 los	 datos	 (Gullapalli,	 y	 cols.,	
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2012a). Esta hipótesis se confirmó al llevar a cabo un ensayo comparativo entre el sistema de análisis desarrollado en esta tesis doctoral y el programa SureCall (Agilent, v2.1). El resultado mostró que aunque ninguna de las aproximaciones dio lugar a falsos positivos, SureCall obtuvo una tasa de falsos negativos alrededor del 7% frente al 0% de nuestra estrategia basada en la secuencia de pasos mostrada en la figura 20. Como se ha mencionado anteriormente, este flujo de trabajo ha ido desarrollándose y optimizándose conforme a los resultados obtenidos en los estudios aquí presentados, lo que explica las diferencias entre el algoritmo de análisis final, reflejado en la figura 20, y el inicial, presentado en el primer artículo científico de esta tesis doctoral. Aunque existen considerables diferencias, hay que destacar el hecho de que la secuenciación Sanger pasaría de ser necesaria a prescindible para la validación de las variantes encontradas ya que, como se ha comentado anteriormente (ver apartado 1.3.2.), las nuevas tecnologías de secuenciación masiva están mostrando tener una sensibilidad incluso superior a las técnicas convencionales (Beck, y cols., 2016). Esto supone un importante abaratamiento del proceso diagnóstico.  
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Figura 20: Algoritmo diagnóstico y bioinformático actual para las DHR. AC: Actualización continua; BD: Base de datos; Cvg: Cobertura media; DGV: Database of Genomic Variants; EVS: Exome 
Variant Server; ExAC: Exome Aggregation Consortium; FS: p-valor del test exacto de Fisher en escala Phred, usado para identificar variantes que no hayan sido detectadas de forma equitativa en las dos cadenas de ADN (strand-bias); MQ: Parámetro de calidad del alineamiento; 1000g: Proyecto 1000 genomas; QD: Parámetro de calidad normalizado según la cobertura.  
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En último lugar, hay que mencionar que más allá del diagnóstico genético que se ha hecho posible gracias a las estrategias que aquí se han llevado a cabo, los datos genéticos que se han generado pueden ser en sí mismos una herramienta útil para futuros estudios ya que, en conjunto, contienen información sobre variantes comunes de nuestra población y artefactos frecuentes. Para ello, es importante desarrollar una base de datos que contenga toda la información genómica generada y que permita acceder a ella de una forma fácil y segura. De esta manera, la base de datos nos permitirá, según crezca, extraer frecuencias cada vez más exactas de variantes de población por lo que sería cada vez más precisa y útil como herramienta de priorización de otras variantes identificadas. Esta base de datos ya está en funcionamiento (Figura 20) y se ha ido completando a medida que se han ido realizando los diferentes estudios que comprende esta tesis doctoral, de forma que actualmente contiene casi 8000 variantes, de las cuales en torno al 10% son variantes exónicas. Su implementación en el análisis de los datos aquí presentados ha puesto de manifiesto su eficacia como herramienta de priorización, aunque ésta será mayor conforme la cantidad de información vaya aumentando. A este respecto, sería de gran utilidad que la base de datos incluyera la información resultante de estudios que impliquen a diferentes patologías y/o individuos control, pudiendo conseguir finalmente una base de datos propia de población control y pseudo-control (enfermos con otras patologías). No obstante, la máxima eficiencia de este sistema se conseguiría si todo el algoritmo aquí desarrollado fuera integrado en los servicios telemáticos de los sistemas de salud (historia clínica digitalizada). Esta integración sería una aplicación futura de los resultados obtenidos en esta tesis doctoral y permitiría culminar el proceso al permitir llevar a cabo una medicina traslacional con aplicaciones clínicas de medicina personalizada.       
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5.  CONCLUSIONES    




1. La NGS es una herramienta poderosa para el diagnóstico molecular de enfermedades heterogéneas como las DHR, y nos ha permitido identificar la causa genética de este grupo de patologías en el 67.6% de los casos. 2. La secuenciación de un panel de genes ha permitido la identificación del defecto genético subyacente en dos familias no resueltas mediante la secuenciación del exoma completo, lo que pone de manifiesto su eficiencia como primera opción del proceso diagnóstico, al suponer un menor coste económico, agilizar el análisis e interpretación de los datos, facilitar el almacenamiento de los datos y disminuir la frecuencia de falsos negativos debidos a una baja cobertura. 3. El uso de paneles de genes específicos de una determinada población es una aproximación eficaz para el diagnóstico de las DHR y permite obtener una tasa diagnóstica elevada y similar a la de paneles de mayor tamaño a un menor coste. 4. La secuenciación de una cohorte de DHR no clasificada clínica o genéticamente mediante un panel de genes asociados a distintos fenotipos constituye una aproximación libre de hipótesis prefijadas que ha permitido la reclasificación clínica y reasignación del modo de herencia en el 27,6% de los casos. 5. Los hallazgos encontrados en una familia española en la que la mutación homocigota p.Cys759Phe del gen USH2A no cosegregaba cuestionan la patogenicidad de esta mutación y hace necesaria la reevaluación de los casos diagnosticados con esta mutación en homocigosis. 6. Aunque el modo de herencia más común de los casos aislados de RP es el autosómico recesivo (~62% en este estudio), se deberían tener en cuenta otros patrones de herencia que implican una mayor repercusión familiar (autosómico dominante y ligado al cromosoma X) y que podrían estar siendo subestimados (~38% en este estudio). 7. Nuestra aproximación basada en NGS ha mostrado ser eficaz para la identificación de CNVs ya que este tipo de mutaciones han sido identificadas como la causa de la enfermedad en un total de 6 casos, lo que indica que la implicación de estas variantes en la aparición y desarrollo de las DHR podría haber sido subestimada debido a la dificultad inherente a su detección. 
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 8. La gran variabilidad fenotípica intra- e inter- familiar observada en dos de las familias analizadas podría ser explicada, en parte, por la presencia de alelos modificadores del fenotipo localizados en otros genes de DHR como CRB1 y RP1, respectivamente. 9. La detección de variantes potencialmente patogénicas en el gen SYNE2 en dos familias no relacionadas, así como la asociación de este gen con anomalías visuales en modelos animales, sugieren que podría ser un nuevo gen candidato de RPAR. 10. Los genes más comúnmente mutados en nuestra población son USH2A, CRB1, EYS y 
RP1 para los casos de RPAR, RHO y PRPF31 para los casos de RPAD, RPGR para los casos de RPLX, CEP290 para los casos de ACL, ABCA4 para los casos de STGD, BBS1 para los casos de SBB y USH2A, CDH23 y MYO7A para los casos de USH. 11. El desarrollo de nuevos algoritmos diagnósticos y bioinformáticos, ajustados a las necesidades propias de nuestro laboratorio, nos ha permitido conseguir un mayor control sobre los datos generados, facilitando la interpretación de los resultados y permitiendo obtener una mayor eficiencia y flexibilidad. 12. Aquellos casos no diagnosticados mediante las técnicas utilizadas en este estudio serán susceptibles de ser analizados mediante otras estrategias que impliquen un mayor número de genes o de regiones génicas, permitiendo así identificar mutaciones en zonas no codificantes del genoma o en loci no previamente asociados con la enfermedad.  
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7.  ANEXOS    




7.1 ANEXO I Listado de genes implicados en DHR, modos de herencia y fenotipos asociados según RetNet (https://sph.uth.edu/retnet/; 01/07/2016). La información relativa a la función de la proteína codificada se corresponde con la incluida en las bases de datos públicas Online 
Mendelian Inheritance in Man (OMIM) y GeneCards: The Human Gene Database. El número de mutaciones reportadas para cada gen se ha extraído de la versión pública de la base de datos 







ABCA4 AR Ciclo visual DC, DCB, DM, RP y DME 992 
ABCC6 AR Mantenimiento tisular OESR 285 
ABHD12 AR Señalización celular USH y OESR 14 
ACBD5 AR Señalización celular OESR 2 
ADAM9 AR Interacción celular DC y DCB 9 
ADAMTS18 AR Estructura y transporte celular OESR 10 
ADGRV1 AR Señalización celular USH 119 
ADIPOR1 AR Señalización celular SBB y OESR 2 
AGBL5 AR Estructura celular RP ND 
AHI1 AR Estructura ciliar OESR 55 
AIPL1 AR y AD Transporte celular DC y DCB (ad)               
ACL (ar) 
69 
ALMS1 AR Estructura ciliar OESR 270 
ARL2BP AR Función y mantenimiento de los 
fotorreceptores 
RP ND 
ARL3 AD Señalización y transporte celular RP ND 
ARL6 AR Tráfico intracelular RP y SBB 17 
ATF6 AR Factor de transcripción DC y DCB 13 
ATXN7 AD Factor de transcripción OESR 5 
BBIP1 AR Ciliogénesis SBB ND 
BBS1 AR Ciliogénesis RP y SBB 87 
BBS10 AR Ciliogénesis SBB 94 
BBS12 AR Ciliogénesis y tráfico celular SBB 59 
BBS2 AR Ciliogénesis RP y SBB 75 
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BBS4 AR Ciliogénesis SBB 37 
BBS5 AR Ciliogénesis SBB 23 
BBS7 AR Ciliogénesis SBB 33 
BBS9 AR Ciliogénesis SBB 37 
BEST1 AR y AD Señalización celular RP, DM, OR 261 
C12orf65 AR Tráfico intracelular OR 9 
C1QTNF5 AD Adhesión celular DM 2 
C21orf2 AR Estructura celular DC y DCB ND 
C2orf71 AR Metabolismo celular RP 33 
C8orf37 AR Desconocida RP, DC, DCB y SBB 11 
CA4 AD Metabolismo celular RP 8 
CABP4 AR Señalización celular CNCE y ACL 7 
CACNA1F LX Señalización celular CNCE, DC, DCB y OR 140 
CACNA2D4 AR Señalización celular DC y DCB 7 
CAPN5 AD Señalización celular OR ND 
CC2D2A AR Estructura ciliar OESR 63 
CDH23 AR Estructura ciliar USH 247 
CDH3 AR Adhesión celular OR 22 
CDHR1 AR Estructura de los fotorreceptores DC y DCB 24 
CEP164 AR Estructura ciliar OESR ND 
CEP250 AR Ciclo celular USH ND 
CEP290 AR Estructura y tráfico ciliar SBB, ACL y OESR 220 
CERKL AR Supervivencia celular DC, DCB y RP 23 
CFH AR Regulación del sistema inmune DM y DME 251 
CHM LX Señalización celular OR 209 
CIB2 AR Señalización celular USH ND 
CLN3 AR Función lisosomal OESR 64 
CLRN1 AR Desarrollo y mantenimiento de la 
retina 
RP y USH 30 
CLUAP1 AR Ciliogénesis ACL ND 
CNGA1 AR Fototransducción RP 24 
CNGA3 AR Fototransducción DC, DCB y OR 128 
CNGB1 AR Fototransducción RP 26 
CNGB3 AR Fototransducción DC, DCB y OR 57 
CNNM4 AR Transporte celular DC, DCB y OR 16 
COL11A1 AD Estructura tisular OESR 75 
COL2A1 AD Estructura tisular OESR 510 
COL9A1 AR Estructura tisular OESR 4 
CRB1 AR y AD Desarrollo y mantenimiento 
tisular 






CRX AR y AD Factor de transcripción ACL, DC, DCB y RP (ad) 
ACL (ar) 
76 
CSPP1 AR Ciclo celular OESR ND 
CTNNA1 AD Estructura y señalización celular DM ND 
CYP4V2 AR Metabolismo celular RP y OR 70 
DFNB31 AR Desarrollo y estructura ciliar USH 21 
DHDDS AR Señalización celular RP 1 
DHX38 AR Splicing RP ND 
DMD LX Estructura tisular OR 3228 
DRAM2 AR Supervivencia celular DM ND 
DTHD1 AR Señalización y supervivencia 
celular 
ACL ND 
EFEMP1 AD Adhesión celular y migración DM 5 
ELOVL4 AR y AD Metabolismo celular DM (ad)                       
OESR (ar) 
12 
EMC1 AR Desconocida RP ND 
EXOSC2 AR Metabolismo celular OESR ND 
EYS AR Mantenimiento de los 
fotorreceptores 
RP 228 
FAM161A AR Retinogénesis y ciliogénesis RP 12 
FLVCR1 AR Transporte celular OESR 10 
FSCN2 AD Estructura celular DM y RP 11 
FZD4 AD Señalización celular OR 73 
GDF6 AR Señalización celular ACL 17 
GNAT1 AR y AD Fototransducción CNCE 5 
GNAT2 AR Fototransducción DC y DCB 10 
GNB3 AR Fototransducción CNCE 4 
GNPTG AR Metabolismo celular OESR 30 
GPR125 AR Señalización celular RP ND 
GPR179 AR Señalización celular CNCE 14 
GRK1 AR Ciclo visual CNCE 19 
GRM6 AR Señalización celular CNCE 32 
GUCA1A AD Fototransduction DC y DCB 15 
GUCA1B AD Fototransduction DM y RP 6 
GUCY2D AR y AD Fototransduction DC y DCB (ad)                   
ACL (ar) 
187 
HARS AR Traducción proteica OESR y USH 6 
HGSNAT AR Metabolismo celular RP y OESR 66 
HK1 AD Metabolismo celular RP 6 
HMCN1 AD Desconocida DM y DME 7 
HMX1 AR Factor de transcripción OESR 2 
IDH3B AR Ciclo visual RP 2 
IFT140 AR Estructura y tráfico ciliar ACL, OESR y RP 37 
IFT172 AR Estructura y tráfico ciliar RP y SBB ND 
IFT27 AR Estructura y tráfico ciliar SBB ND 
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 178 
IMPDH1 AD Ciclo celular ACL y RP 19 
IMPG1 AR y AD Mantenimiento de los 
fotorreceptores 
DM ND 
IMPG2 AR Mantenimiento de los 
fotorreceptores 
RP 18 
INPP5E AR Metabolismo celular OESR y SBB 28 
INVS AR Señalización celular OESR 29 
IQCB1 AR Función ciliar ACL y OESR 33 
ITM2B AD Metabolismo celular OR 3 
JAG1 AD Señalización celular OESR 543 
KCNJ13 AR y AD Señalización celular ACL y SBB (ar)            
OESR (ad) 
8 
KCNV2 AR Señalización celular DC y DCB 85 
KIAA1549 AR Desconocida RP 4 
KIF11 AD División celular OESR 51 
KIZ AR División celular RP ND 
KLHL7 AD Metabolismo celular RP 3 
KSS MIT Desconocida OR ND 
LAMA1 AR Adhesión y migración celular OESR 16 
LCA5 AR Centrosoma y función ciliar ACL 42 
LHON MIT Desconocida OR ND 
LRAT AR Ciclo visual ACL y RP 17 
LRIT3 AR Señalización celular CNCE ND 
LRP5 AR y AD Señalización celular OESR y OR (ar)               
OR (ad) 
156 
LZTFL1 AR Tráfico ciliar SBB 3 
MAK AR Ciclo celular RP 13 
MAPKAPK3 AD Señalización celular OR ND 
MERTK AR Renovación de los fotorreceptores RP 52 
MFN2 AD Funcionamiento mitocondrial AO, OESR 191 
MFRP AR Desarrollo ocular OR 21 
MFSD8 AR Transporte celular DM 38 
MIR204 AD Regulación de la expresión génica OR ND 
MKKS AR Citocinesis y ciliogénesis SBB 55 
MKS1 AR Estructura ciliar OESR y SBB 42 
MT-ATP6 MIT Metabolismo mitocondrial OR ND 
MT-TH MIT Traducción proteica OR ND 
MT-TL1 MIT Traducción proteica OR ND 
MTTP AR Transporte celular OESR 68 
MT-TP MIT Traducción proteica OR ND 
MT-TS2 MIT Traducción proteica OR ND 
MVK AR Metabolismo celular OR y RP 160 
MYO7A AR Estructura y funcionamiento de la 
retina y la cóclea 
USH 349 




NDP LX Señalización celular OR 151 
NEK2 AR División celular RP ND 
NEUROD1 AR Factor de transcripción RP 15 
NMNAT1 AR Metabolismo celular ACL ND 
NPHP1 AR División y señalización celular OESR y SBB 51 
NPHP3 AR Función ciliar OESR 64 
NPHP4 AR Señalización celular OESR 97 
NR2E3 AR y AD Factor de transcripción OR y RP (ar)                    
RP (ad) 
64 
NR2F1 AD Regulación de la transcripción AO 11 
NRL AR y AD Factor de transcripción RP 16 
NYX LX Retinogénesis CNCE 81 
OAT AR Señalización celular OR 68 
OFD1 LX Función ciliar OESR y RP 144 
OPA1 AD Función mitocondrial AO 344 
OPA3 AR y AD Función mitocondrial OESR 11 
OPN1LW LX Fototransducción OR 50 
OPN1MW LX Fototransducción OR 14 
OPN1SW AD Fototransducción OR 7 
OTX2 AD Factor de transcripción ACL y DM 56 
PANK2 AR Metabolismo celular OESR 146 
PAX2 AD Factor de transcripción OESR 82 
PCDH15 AR Adhesión celular USH 84 
PCYT1A AR Metabolismo celular OESR ND 
PDE6A AR Phototransduction RP 38 
PDE6B AR y AD Phototransduction RP (ar)                         
CNCE (ad) 
82 
PDE6C AR Phototransduction DC y DCB 26 
PDE6G AR Phototransduction RP 2 
PDE6H AR Phototransduction DC y DCB 2 
PDZD7 AR Desconocida USH 12 
PEX1 AR Tráfico peroxisomal OESR 118 
PEX2 AR Biogénesis del peroxisoma OESR 18 
PEX7 AR Biogénesis del peroxisoma OESR 50 
PGK1 LX Metabolismo celular OR 23 
PHYH AR Metabolismo celular OESR 34 
PITPNM3 AD Metabolismo celular DC y DCB 4 
PLA2G5 AR Metabolismo celular OR 7 
PLK4 AR Ciclo celular OESR ND 
PNPLA6 AR Metabolismo celular OESR 46 
POC1B AR Ciliogénesis DC, DCB y OESR ND 
POMGNT1 AR Metabolismo celular RP 68 
PRCD AR Desconocida RP 6 
PRDM13 AD Factor de transcripción DCR y DM ND 
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PROM1 AR y AD Diferenciación, proliferación y 
supervivencia celular 
DC, DCB y DM (ad)       
OR y RP (ar) 
47 
PRPF3 AD Splicing RP 3 
PRPF31 AD Splicing RP 111 
PRPF4 AD Splicing RP ND 
PRPF6 AD Splicing RP 4 
PRPF8 AD Splicing RP 27 
PRPH2 AR y AD Estructura de los fotorreceptores DC, DCB, DM y RP (ad)  
ACL (ar) 
155 
PRPS1 AR Metabolismo celular OESR 25 
RAB28 AR Señalización y tráfico celular DC y DCB 5 
RAX2 AR Desarrollo ocular y expresión 
génica 
DC, DCB y DME 4 
RB1 AD Ciclo celular OR 989 
RBP3 AR Ciclo visual RP 9 
RBP4 AR Transporte OR 6 
RD3 AR Tráfico celular ACL 11 
RDH11 AR Ciclo visual OESR ND 
RDH12 AR Ciclo visual ACL y RP 89 
RDH5 AR Ciclo visual DC, DCB y CNCE 50 
RGR AR y AD Ciclo visual RP (ar)                            
DCR (ad) 
8 
RGS9 AR Fototransducción OR 3 
RGS9BP AR Fototransducción OR 5 
RHO AR y AD Fototransducción CNCE y RP (ad)               
RP (ar) 
194 
RIMS1 AD Liberación del neurotrasmisor DC y DCB 5 
RLBP1 AR Ciclo visual OR y RP 31 
ROM1 AD Estructura celular RP 13 
RP1 AR y AD Estructura y función ciliar RP 132 
RP1L1 AR y AD Estructura celular DM (ad)                            
RP (ar) 
23 
RP2 LX Desarrollo y mantenimiento de la 
retina 
RP 97 
RP9 AD Splicing RP 3 
RPE65 AR y AD Ciclo visual ACL y RP (ar)                  
RP (ad) 
160 
RPGR LX Ciliogénesis DC, DCB, DM y RP 175 
RPGRIP1 AR Estructura celular ACL, DC y DCB 105 
RPGRIP1L AR Estructura celular OESR 36 
RS1 LX Adhesión celular OR 232 
RTN4IP1 AR Desconocida AO ND 
SAG AR Fototransducción CNCE y RP 14 
SDCCAG8 AR División celular OESR y SBB 14 





SLC24A1 AR Señalización y transporte celular CNCE 21 
SLC25A46 AR Transporte mitocondrial AO y OESR ND 
SLC7A14 AR Transporte celular RP ND 
SNRNP200 AD Splicing RP 20 
SPATA7 AR Desconocida ACL y RP 27 
SPP2 AD Desconocida RP 2 
TEAD1 AD Factor de transcripción DCR 2 
TIMM8A LX Transporte mitocondrial AO y OESR 21 
TIMP3 AD Estructura celular DM 16 
TMEM126A AR Desconocida AO 1 
TMEM237 AR Señalización celular OESR 9 
TOPORS AD Desconocida RP 16 
TREX1 AD Reparación del ADN OESR 63 
TRIM32 AR Ubiquitinación SBB 14 
TRNT1 AR Traducción proteica OESR ND 
TRPM1 AR Transporte celular CNCE 60 
TSPAN12 AD Señalización, migración y adhesión 
celular 
OR 29 
TTC8 AR Ciliogénesis RP y SBB 16 
TTLL5 AR Función ciliar DC y DCB ND 
TTPA AR Regulación de la vitamina E OESR 25 
TUB AR Factor de transcripción OESR ND 
TUBGCP4 AR Estructura celular OESR 5 
TUBGCP6 AR Estructura celular OESR 6 
TULP1 AR Desarrollo y mantenimiento de la 
retina 
ACL y RP 60 
UNC119 AD Señalización celular DC y DCB 3 
USH1C AR Desarrollo y mantenimiento de la 
retina y la cóclea 
USH 39 
USH1G AR Ciliogénesis USH 20 
USH2A AR Estructura celular RP y USH 818 
VCAN AD Mantenimiento y estructura 
tisular 
OESR 16 
WDPCP AR Ciliogénesis y migración celular OESR 5 
WDR19 AR Señalización celular y transporte 
ciliar 
OESR 23 
WFS1 AR Homeostasis celular OESR 319 
ZNF408 AR y AD Factor de transcripción OR (ad)                             
RP (ar) 
ND 
ZNF423 AR Factor de transcripción OESR ND 
ZNF513 AR Factor de transcripción RP 1  








Características	 clínicas	 de	 todas	 las	 familias	 resueltas	 en	 los	 distintos	 estudios	
presentados	 en	 la	 presente	 tesis	 doctoral,	 clasificadas	 según	 el	 artículo	 científico	 en	 el	 que	
aparecen.	ACL:	Amaurosis	congénita	de	Leber;	AD:	Autosómico	dominante;	AFV:	Alteración	de	
la	función	vestibular;	AM:	Alteración	macular;	AR:	Autosómico	recesivo;	AVS:	Atenuación	de	
los	 vasos	 sanguíneos;	 CHM:	 Coroideremia;	 CN:	 Ceguera	 nocturna;	 CT:	 Ceguera	 total;	 DAV:	
Disminución	 de	 la	 agudeza	 visual;	 DCB:	 Distrofia	 de	 conos	 y	 bastones;	 DCR:	 degeneración	
coriorretiniana;	 DI:	 Discapacidad	 intelectual;	 DPEO:	 Depósitos	 pigmentarios	 en	 forma	 de	
espículas	 óseas;	 E.A:	 Edad	 de	 aparición;	 EPR:	 Epitelio	 Pigmentario	 de	 la	 Retina;	 ND:	 No	
disponible;	 LX:	 Ligado	 al	 cromosoma	 X;	 PA:	 Pérdida	 de	 audición;	 PP:	 Palidez	 papilar;	 RCV:	










I  368  RPAR  <10 CN  CT DPEO, PP y AVS  RPAR




II  S23  RPAR  4 CN  CN, RCV y DAV DPEO, PP y AVS  RPAR
III  63  RPAD  6 CN  CN y RCV DPEO, PP  RPAD
82  RPAR  13 CN  CN, RCV y DAV ND  RPAR
95  RPE  7 CN  CN, RCV y DAV ND  RPAR
118  USH  9 CN  CN, Discromatopsia, PA y 
AFV 
DPEO  USH
134  RPAR  <10 RCV  CN, RCV, DAV y 
Discromatopsia 
Fondo tigroide y AM  RPLX‐sd
157  ACL  <1 CT  CT y Nistagmo DPEO, PP, AVS y AM  ACL





236  USH  12 CN  CN, RCV, DAV y PA ND  USH
247  RPAR  30 CN y RCV  CN RCV y Discromatopsia DPEO  RPAR
258  RPAR  25 CN  CN, RCV, DAV y Fotofobia AM  RPAR
264  RPAD  20 DAV  RCV y DAV ND  RPAD
277  RPAR  8 DAV  CN, RCV y DAV ND   DCB temprana 
o ACL 
298  STGD  26 DAV  DAV y RCV‐central ND  STGD
353  RPAR  7 DAV  RCV, DAV y Fotofobia DPEO y AVS   DCB temprana 
o ACL 
356  USH  9 CN  CN, RCV, DAV y PA PP y AVS  USH
359  RPE  5 CN  CN y RCV DPEO   RPAD
435  RPAR  0 RCV  CN, RCV y DAV AM  RP con AM 
temprana*  
449  SBB  12 RCV  CN, RCV, DAV, Polidactilia y 
obesidad 
PP    SBB

















522  RS  <1 DAV  CN, RCV, DAV, Estrabismo y 
Nistagmo 
AM  ACL‐AD
IV  2  RPE  30 RCV  CN, RCV y DAV DPEO, PP y AVS   RPAR
4  RPE  8 DAV  RCV‐central, CN y 
Discromatopsia 
DPEO y AM  STGD
10  RPE  10 CN  CN, RCV, DAV y 
Discromatopsia 
DPEO, AVS y AM  RPAR
11  RPE  2 CN  CN, RCV y Fotofobia ND  CHM
12  RPE  0 CN  CN, RCV, DAV y Nistagmo ND  ACL
14  RPE  4 CN  CN, RCV y DAV ND  RPAR
15  RPE  5 CN  CN, RCV, DAV y Fotofobia ND  RPAD
17  RPE  11 RCV  CN, RCV y DAV ND  RPAR
22  RPE  2 RCV  CN, RCV y DAV ND  RPAD
23  RPE  6 CN  CN, RCV y DAV DPEO  RPAR
24  RPE  3 CN  CN y RCV AM  ACL
27  RPE  <1 ND  Fotofobia ND  ACL
29  RPE  2 CN  CN, RCV y DAV ND  RPLX
30  RPE  0 CN  CN, RCV y DAV DPEO, PP, AM  DCB‐AD
33  RPE  ND ND  ND ND  ACL‐AD




36  RPE  ND ND  ND ND  RPAR
37  RPE  4 RCV  CN, RCV, DAV, Nistagmo y 
Estrabismo 
DPEO y AM  ACL




42  RPE  25 CN  CN, RCV y DAV DPEO, PP, AVS   RPLX
44  RPE  <10 RCV  ND ND  RPAR
45  RPE  ND CN  ND DPEO, PP y AVS  RPAR
46  RPE  13 CN  CN, RCV y Fotofobia DPEO, AVS  RPAR
48  RPE  0 ND  ND ND  RPAD
49  RPE  0 CN  CN y RCV DPEO  RPAR
50  RPE  20 CN  CN, RCV y DAV DPEO  RPAD
51  RPE  2 CN  CN y RCV DPEO y PP  RPAR
53  RPE  24 DAV  CN, RCV, DAV y Fotofobia DPEO, PP, AVS y AM  DCB
55  RPE  0 CN  CT DPEO  RPAR
56  RPE  37 CN  CN, RCV y DAV DPEO, PP, EPR 
alterado y AM 
RPAR
59  RPE  0 CN  CN, RCV y DAV DPEO, PP y AVS  RPLX
60  RPE  18 RCV  CN, RCV, DAV, Fotofobia y 
PA 
PP  USH





62  RPE  27 RCV  CN, RCV y DAV DPEO, PP y AVS  RPAR
65  RPE  1,5 CN  CN, RCV, DAV, Fotofobia y 
Estrabismo 
ND  DCB‐LX
66  RPE  22 CN  CN, RCV, DAV y Fotofobia DPEO, PP, AVS   RPAR




69  RPE  <10 CN  CN, RCV y DAV DPEO, PP y AVS  RPAR
70  RPE  ND RCV  CN, RCV y DAV DPEO, PP y AVS  RPLX
71  RPE  34 CN  CN, RCV, DAV y Fotofobia AVS  RPAR
73  RPE  <10 CN  CN, RCV y DAV DPEO  RPAR
74  RPE  <10 CN  CN, RCV y DAV ND  RPAR
76  RPE  ND CN  CN y RCV  ND  RPAD
78  RPE  ND ND  CN, RCV y DAV ND  RPLX‐sd
79  RPE  40 CN  CN, RCV, DAV y Fotofobia ND  RPAR
81  RPE  <10 CN  CN, RCV y DAV DPEO, PP y AVS  RPAR
83  RPE  <10 CN  CN, RCV y DAV Fondo tigroide  RPAD
84  RPE  2 CN  CN, RCV y DAV ND  RPAR
85  RPE  12 CN  CN, RCV y DAV ND  RPAR
87  RPE  40 CN  CN, RCV, DAV y 
Discromatopsia 
DPEO, PP, AVS y AM  RPAR






93  RPE  <10 RCV  CN, RCV, DAV y Fotofobia  DPEO, PP y AVS  ACL
94  RPE  11 CN  CN, RCV y DAV EPR alterado  CHM
95  RPE  1 RCV  CN, RCV, DAV, Nistagmo y 
Estrabismo 
AM  ACL




100  RPE  25 ND  ND ND  RPAR
101  RPE  7 RCV  CN, RCV y DAV ND  RPAR
102  RPE  8 RCV  CN, RCV y DAV ND  RPAD
103  RPE  11 DAV  CN, RCV, DAV y Fotofobia ND  DCB
104  RPE  17 CN  CN y RCV ND  RPAD
107  RPE  25 CN  CN, RCV, DAV y Fotofobia ND  RPAD
108  RPE  25 CN  CN, RCV y DAV ND  RPAR
112  RPE  17 DAV  CN, RCV y DAV ND  RPAD
114  RPE  19 DAV  CN, RCV y DAV ND  DCB
115  RPE  17 CN  CN, RCV y DAV ND  USH
119  RPE  20 RCV  RCV y Fotofobia ND  ACL
122  RPE  ND ND  ND ND  STGD






V  26  RPE  10 CN  CN, RCV y DAV DPEO, PP y AVS   RPAR







Segregaciones familiares de las variantes detectadas en el estudio de los
ANEXOS
RP53 RP84
casos aislados de RP (apartado 3.4). Las variantes identificadas en familias en
las que sólo disponemos del ADN del paciente índice, no están representadas


















[M1]: ABCA4 c 52C>T; p R18W
[M]: CERKL c.769C>T; p.R257*
. .












































[M1]: MYO7A c.1993A>G; p.I665V
[M2]: MYO7A c.4008delG; p.E1337Sfs*62
RP 223/96
RP223




















[M1]: CRB1 c.613_619del; p.I205Dfs*13
[M2]: CRB1 c.2843G>A; p.C948Y

















[M1]: USH2A c.1391G>A; p.R464H
[M2]: USH2A c.13822C>T; p.R4608*
[M1]: CEP290 c.4393C>T; p.R1465*








[M1]: USH2A c.2276G>T; p.C759F
[M2]: USH2A c.908G>A; p.R303H
[M]:[M][ ];[ ]







[M];[ ] [M];[ ]
RP
2919 3048[M] [=]
[M]: RPGR c.2257_2260del; p.G753fs
[M];[M] [M];[=][M];[ ][ ];[ ]




[=];[=][=];[=] [=];[=] [=];[=][=];[ ] [=];[ ]
RP248
6804 6802[=];[=] [M];[=]
[M]: PRPF8 c.6994dupG; p.D2332s
[=];[=][=];[=][=];[=][M];[=] [=]; [=] ] [=];[[M];[






[M]: RPGR c.619+1G>T; Splicing
[M] [=][ ] [=]






































[M];[=][M];[=] [=];[=] [=];[=] [M];[=] [M];[=]
















[M1]: RP1 c.1625C>G; p.S542*
[M2]: RP1 c.5881C>T; p.Q1961*
[M1]: USH2A c.2276G>T; p.C759F
[M2]: USH2A c.13808A>C; p.H4603P
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